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RESUMO




OLIVEIRA, J. C. P L. A microemulsao de galato de octila exerce agao antitrombética em
ratos. 2024. Dissertacdo de mestrado (Pdés-graduagdo em produtos naturais e sintéticos
bioativos) PgPNSB/CCS/UFPB. 2024.

Resumo

O galato de octila € um composto fendlico derivado do acido galico que possui agéo
anti-inflamatoria e antagonista do ATP, além de ter uma baixa toxicidade. Contudo,
ndo é descrito na literatura qualquer estudo dessa molécula sobre o sistema
cardiovascular ou hemostatico. No entanto, sua baixa solubilidade em agua tem sido
um obstaculo para sua aplicagao e investigagao farmacoldgica. Neste sentido,esse
estudo visa, assim, desenvolver uma microemulsao de galato de octila (MEGOQO) para
aplicacdo como antiagregante plaquetaria, anticoagulante, vasorrelaxante e
antitrombdtica. A MEGO, produzida com Cremophor EL, triglicerideos de cadeia
média e agua deionizada, seguindo um planejamento fatorial do tipo Box-Behnken. A
microemulsao otimizada apresentou goticulas com tamanho médio de 40 £ 6 nm,
potencial zeta de -15 £ 0,48 mV e indice de polidisperséo (Pdl) de 0,198 + 0,008,
mantendo-se estavel por um periodo de 6 meses quando armazenada a 4°C. Testes
de hemolise foram realizados para avaliar a seguranga da MEGO para aplicagao
intravenosa, demonstrando que a microemulsdo nao provocou lise eritrocitaria. Assim,
foi investigada a agdo antiagregante plaquetaria e anticoagulante sobre as plaquetas
e plasma de ratos. Com esses ensaios foi demonstrado pela primeira vez a acao
antiagregante plaquetaria da MEGO (Emax = 37,59 = 1,49% e CEso = 0,68 + 0,04
uMol.L—") frente a estimulagdo da agregagao com ADP. Todavia, a microemulsdo nao
demonstrou qualquer efeito sobre o tempo de protrombina (TP) ou tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) no plasma. Ja na avaliagdo da acao
vasorrelaxante da MEGO sobre aorta de ratos, fora observado que ela causava
vasorrelaxamento nos anéis tanto ausente (Emax = 98,84 £ 1,4% e CEs0 = 20,99 + 1,13
uMol.L—") quanto presente (Emax = 100,1 + 3,6 % e CEso = 0,99 + 0,08 uMol.L") do
endotélio, ficando sugerido que a ag¢ao dependente do endotélio foi devido a
estimulagao da producéo de oxido nitrico, em vista da reducéo da poténcia da MEGO
nas curvas construidas na presenca do L-NAME, PTIO e ODQ. Em vista dessas
atividades, fora avaliada a a¢ao antitrombdtica da MEGO em animais que a receberam
pela via intravenosa. O tratamento com a MEGO 10 mg.Kg-' aumentou o tempo de
obstrugdo da carétida por trombo estimulado por FeCls (tempo = 1.619 £ 40 s) e,
supreendentemente, a associagdo da MEGO 5 mg.Kg' com a enoxiparina 5 mg.Kg"’
(anticoagulante) aumentou o tempo de obstrugédo (tempo = 3.627 + 19 s) de forma
superior aos tratamentos individualizados (nas doses de 5 mg.Kg'), indicando o
sinergismo desses efeitos. Além disso, nos animais tratados com a MEGO e na
associagao com a enoxiparina o peso do trombo estimado e a area do trombo em
relagdo a carétida foram menores. Também, observou-se que o tratamento com a
MEGO reduzia a agregacgao plaquetaria e o TP e o TTPa néo eram alterados. Ja a
associagdo da MEGO 5 mg.Kg™' com a enoxiparina 5 mg.Kg' aumentou o TTPa tanto
em relagdo ao controle quanto ao grupo tratado apenas com enoxiparina 5 mg.Kg".
Esses resultados destacam o potencial terapéutico da MEGO como agente
antitrombaotico e sua possivel utilidade em combinagdo com outros anticoagulantes
para o tratamento de disturbios trombdticos.

Palavras-chave: Trombose. Plaquetas. Coagulagdo. Planejamento fatorial. TTPa.
TP. Cardtida.
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OLIVEIRA, J. C. P L. Octyl gallate microemulsion exerts antithrombotic action in rats.
2024. Dissertagao de mestrado (Pés-graduagao em produtos naturais e sintéticos bioativos)
PgPNSB/CCS/UFPB. 2024.

Abstract

Octyl gallate is a phenolic compound derived from gallic acid which has an anti-
inflammatory and ATP antagonist action, as well as low toxicity. However, no studies
of this molecule on the cardiovascular or hemostatic systems have been described in
the literature. However, its low solubility in water has been an obstacle to its application
and pharmacological research. In this sense, this study aims to develop a
microemulsion of octyl gallate (MEGO) for application as a platelet antiaggregant,
anticoagulant, vasorelaxant and antithrombotic. The MEGO was produced with
Cremophor EL, medium-chain triglycerides and deionized water, following a Box-
Behnken factorial design. The optimized microemulsion presented droplets with an
average size of 40 £ 6 nm, a zeta potential of -15 + 0,48 mV and a polydispersity index
(Pdl) of 0,198 + 0,008, remaining stable for a period of 6 months when stored at 4°C.
Hemolysis tests were carried out to assess the safety of MEGO for intravenous
application, showing that the microemulsion did not cause erythrocyte lysis. The
antiplatelet and anticoagulant action on platelets and rat plasma was also investigated.
These tests demonstrated for the first time the antiplatelet action of MEGO (Emax =
37.59 + 1.49% and ECso0 = 0,68 + 0,04 uMol.L ") when aggregation was stimulated with
ADP. However, the microemulsion had no effect on prothrombin time (PT) or activated
partial thromboplastin time (aPTT) in plasma incubated with MEGO. In the evaluation
of the vasorelaxant action of MEGO on rat aorta, it was observed that it caused
vasorelaxation in the rings both in the absence (Emax = 98.84 + 1.4% and CEso = 20,99
+ 1,13 yMol.L") and presence (Emax = 100.1 + 3.6% and CEso = 0,99 + 0,08 uMol.L™")
of the endothelium, suggesting that the endothelium-dependent action was due to the
stimulation of nitric oxide production, in view of the reduction in MEGO potency in the
curves constructed in the presence of L-NAME, PTIO and ODAQ. In view of these
activities, the antithrombotic action of MEGO was evaluated in animals that received it
intravenously. Treatment with MEGO 10 mg.Kg' increased the time to carotid
obstruction by FeCls-stimulated thrombus (time = 1,619 £ 40 s) and, surprisingly, the
combination of MEGO 5 mg.Kg™' with enoxiparin 5 mg.Kg™' (anticoagulant) increased
the time to obstruction (time = 3,627 + 19 s) more than the individual treatments (at
doses of 5 mg.Kg), indicating the synergism of these effects. In addition, in animals
treated with MEGO and in combination with enoxiparin, the estimated thrombus weight
and the thrombus area in relation to the carotid artery were lower. It was also observed
that treatment with MEGO reduced platelet aggregation and that PT and TTPa were
not altered. However, the combination of MEGO 5 mg.Kg™! with enoxiparin 5 mg.Kg™’
increased TTPa both in relation to the control and the group treated with enoxiparin 5
mg.Kg™' alone. These results highlight the therapeutic potential of MEGO as an
antithrombotic agent and its possible usefulness in combination with other
anticoagulants for the treatment of thrombotic disorders.

Keywords: Thrombosis. Platelets. Coagulation. Factorial planning. aPTT. PT. Carotid
artery.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) compreendem um conjunto de condigdes
que afetam os vasos sanguineos e o coragao, sendo responsaveis por uma grande
taxa de morbidade e mortalidade em todo o mundo. Entre essas doengas, destacam-
se a aterosclerose, os acidentes vasculares encefalicos e as arritmias cardiacas
(Crea, 2024; Lutsey; Zakai, 2023).

Nesse sentido, as alteracdes dos processos normais da hemostasia devem ser
vigiadas para se evitar a progressdao das DCV. A hemostasia é um conjunto de
mecanismos fisioldgicos evocados tanto para manter o sangue em seu estado fluido
como para estancar um sangramento quando um vaso sanguineo € lesionado (Li et
al., 2010; Wu; Ngai, 2023).

Os farmacos usados para a prevencao e tratamento de eventos tromboticos
sdo amplamente utilizados, contudo podem causar reagdes adversas significativas
nos seus usuarios € muitos ndo sao eficazes em pacientes com alguma comorbidade
pretérita. Por exemplo, agentes antiagregantes plaquetarios parecem ser menos
eficazes em pacientes com doencgas cronicas como o diabetes do tipo Il, ao passo que
as pessoas que o utilizam como tratamento, aproximadamente metade delas, ainda
desenvolveram um evento trombdtico durante o uso. Ja os anticoagulantes
apresentam riscos maiores de sangramento e maiores custos para o usuario (Butalia
et al., 2011; Evans, 2022).

Estudos apontam que o acido galico € dotada de versatilidade nas suas
atividades bioldgicas e além disso ele funciona como uma molécula-base para o
desenvolvimento de derivados com potenciais atividades biolégicas e aplicagcbes
quimicas (Badhani et al., 2015; Charlton et al., 2023).

Ja esta descrito na literatura que o acido galico é dotado atividade
antiagregante plaquetaria, inibindo a ativagéo plaquetaria estimulada pelo difosfato de
adenosina (ADP) pela supressao das vias PKCa/p38/MAPK e Akt/GSKB (Chang et
al., 2012). Além do mais, os derivados alquilados do acido galico apresentaram efeito
antitrombdtico em ratos (Yun-Choi et al., 1996), o que desponta para a investigagao
do galato de octila como um possivel agente antiagregante plaquetario e
antitrombodtico e que € dotado de atividades bioldégicas como antioxidante, anti-

inflamatdria, agente antagonista purinérgico, antidiabético e antilipidémico e que, além



disso, apresenta uma baixa toxicidade (EFSA, 2015; Latha; Daisy, 2013; Park et al.,
2024; Summanen et al., 2001).

Todavia, devido a sua baixissima solubilidade em meio aquoso, sua
investigacdo biologica é por vezes dificultada. Assim, o uso de tecnoldgicas
farmacéuticas como a microemulsdo vem contornar essa molécula desse empecilho,
ao passo que permite que a molécula incorporada tenha melhores interagées com as
membranas biolégica e biodisponibilidade quando usada por via oral. Também, os
sistemas microemulssionados sao dispersodes translucidas com maior estabilidade
termodinamica que uma emulsao e que € possivel de ser administrada por diversas
vias tanto enterais quanto parenterais (Sahu et al., 2015).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi desenvolver uma microemulsao com
o galato de octila e testar a sua acdo antiagregante plaquetaria, anticoagulante,

vasorrelaxante e antitrombdtica em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar uma microemulsao com o galato de octila e avaliar
o potencial vasorrelaxante, antiagregante plaquetario, anticoagulante e

antitrombatico.
2.2 OBJETIVO ESPECIFICO
2.2.1 Tecnologia farmacéutica

¢ Realizar testes de pré-formulacdo dos componentes para a microemulsao
contendo o galato de octila;

¢ Realizar o planejamento fatorial para avaliar como os componentes da
formulagao se comportam para obtengao da microemulsao;

¢ Determinar as concentragdes ideais de cada componente da formulagao de
modo a obter goticulas microemulssionadas;

¢ Avaliar a estabilidade a longo prazo da microemulsao.
2.2.2 Farmacologia

¢ Determinar a agdo hemolitica da microemulsdo com galato de octila;

¢ Avaliar a acdo antiagregante da microemulsdo com o galato de octila em
plaquetas de ratos;

¢ Investigar a agao anticoagulante da microemulsao com o galato de octila sobre
o plasma de ratos;

¢ Avaliar a agao vasorrelaxante do galato de octila carreado na microemulsao e
a agao nitrérgica da mesma em aorta de rato;

¢ Avaliar a acdo antitrombodtica da microemulsdo com galato de octila em
modelos de trombose induzida por cloreto férrico em artéria carétida comum de
ratos;

¢ Determinar a acado antiagregante plaquetaria e anticoagulante da
microemulsdo com o galato de octila apdés a administragdo intravenosa em

ratos;
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1 A HEMOSTASIA E A FUNGAO VASCULAR

A hemostasia € um mecanismo que tem as fungdes de cessar a perda de
sangue por um vaso sanguineo, manter a integridade do vaso por meio da formacéao
do coagulo e o sangue em um estado fluidico e remover o coagulo apds o processo
de reparo (Versteeg et al., 2013). Esse processo complexo consiste na interagao entre
as plaquetas, as células endoteliais, os fatores de coagulagao, os fatores fibrinoliticos
e todas as outras células que compde o0 sangue. A hemostasia pode ser dividida em:
hemostasia primaria (formagdo do tampao plaquetario); hemostasia secundaria
(coagulagao do sangue pela rede de fibrina e estabilizagdo do tamp&o plaquetario);
fibrindlise ou hemostasia terciaria (consiste na degradacgéo da fibrina no processo de
reparo, sendo também incluido nesse processo 0os mecanismos de inibicdo da
coagulacao sanguinea) (Chapin; Hajjar, 2015; Versteeg et al., 2013).

Quase que imediatamente quando um vaso sanguineo € lesionado, ocorre uma
vasoconstrigao reflexa a esse dano que limita o fluxo sanguineo para a area da leséo
e impede, em parte, a hemorragia e favorece o contato das plaquetas com a area da
lesao, iniciando o processo hemostatico.

Em um dano vascular hemorragico, o endotélio € destruido e dois eventos
principais levam a vasoconstricao reflexa: A perda repentina da liberacdo basal de
Oxido Nitrico (NO) pelo endotélio e o aumento de fatores vasoconstritores como a
endotelina-1, o Difosfato de Adenosina (ADP) e a Trombina (TB) (Moore et al., 2010;
Schoenichen et al., 2019).

Essas moléculas causam a contragdo da musculatura lisa por ativarem
receptores acoplados a proteina G (GPCRs). A ET-1 ativa os receptores ETRa € ETRS,
o ADP ativa os receptores P2Y1 e P2Y+12 e a TB ativa os receptores PAR1. Esses
receptores estdo presentes na membrana celular da musculatura lisa vascular e
plaquetaria e sdo acoplados as proteinas heterotrimérica Gq11 (Asada et al., 2020;
Bouchard; Freeman, 2021; Kevane et al., 2018; Titus; Marappa-Ganeshan, 2019).

A ativacdo desses receptores leva ao aumento da concentragéo do ion Ca?* no
interior celular, acarretando os processos de contragdo do musculo liso vascular e

agregacao plaquetaria.



Quando esses receptores sao ativados pelos respectivos agonistas, a terceira
alca do GPCR liga-se a proteina Gg/i11 € essa ativa a fosfolipase C-g1 (PLC- 1) que
por sua vez quebra o 4,5-bifosfatidil de Inositol (PIP2) em 1,4,5-trifosfato de Inositol
(IP3) e em diacilgicerol (DAG). O IP3 pode ativar receptores de IP3 (IP3R), que séo
canais ibnicos presentes no reticulo endoplasmatico (RE) celular, promovendo a
liberagédo de Ca?* do reticulo para o citosol. Além disso, esse ion é capaz de ativar os
receptores de rianodina (RyR) também presentes no RE e que ativos, por também
serem canais idnicos, permite a saida de mais Ca?* do RE para o citosol. O DAG junto
com o Ca?* é capaz de ativar a proteina cinase C (PKC) que fosforila e ativa Canais
de calcio dependentes de voltagem (Cav) ativando-os e permitindo que o calcio flua
do meio extracelular para o intracelular (Ottolini; Sonkusare, 2021). Esse ion,
aumentado no citoplasma celular, liga-se ao calmodulina (CaM) em quatro sitios de
ligagéo distintos entre si, formando complexo 4Ca?*-CaM que é capaz de ligar-se a
cinase da cadeia leva da miosina (MLCK). A MLCK ligada a 4Ca?*-CaM torna-se ativa
e fosforila a cadeia leve da miosina, que passa a interagir com a actina e promover o
processo de contragdo da musculatura lisa (lto et al., 2022) (figura 1).

O processo que leva ao aumento de Ca?* por meio da ativacao de receptores
€ semelhante ao que ocorre no interior do endotélio e das plaquetas, mas com
repercussodes diferentes (Ottolini; Sonkusare, 2021; Versteeg et al., 2013).

Outro mecanismo de contragdo da musculatura lisa vascular é o gerado pelo
acoplamento eletromecéanico, que € gerado quando as células musculares lisa da
vasculatura sofre um processo de despolarizagdo. Quando o potencial da membrana
celular desse tipo celular sofre uma despolarizagao suficiente para ativar canais de
calcio dependentes de voltagem (Cav), o Ca?* entre do meio extracelular por meio
desse canal ativado para o citoplasma celular e também a ativacao do Cav leva a
saida de Ca?* por meio dos receptores do tipo IP3 e de RyR (provavelmente por ativar
a vida da PLC) (Kirschstein et al., 2009). Esses eventos atuam de modo que a
concentragédo de Ca?* no citosol aumenta significativamente e a contragdo muscular

ocorra (Dixon; Trimmer, 2023).



Figura 1 - Mecanismos moleculares de ativacdo e agregacgéo plaquetaria e sua inibicdo e de
contracao e relaxamento da musculatura lisa vascular.
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Quando um vaso sanguineo € lesionado, o endotélio danificado e as plaquetas liberam
autacoides que atuam nos receptores presentes no musculo liso vascular e nas proprias
plaquetas. O primeiro sinal para a ativacdo das plaquetas é o contato da GPIb-V-IX com a
matriz extracelular. O 6xido nitrico (NO) antagoniza a ativacao plaquetaria, e a contragao
vascular ao aumentar a concentracao de GMPc no citosol.

FONTE: Autor (2024).
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Esses mecanismos de contragdo estdo alterados em diversas doengas que
acometem o sistema cardiovascular e levam a mudangas do fluxo sanguineo que
podem precipitar a formagao de trombos (Hutton et al., 2023; Kim; Ku, 2022).

Paralelamente a uma resposta contraturante em um processo de lesédo vascular
(ou de forma constante em casos de doenga cardiovascular) ocorre o processo de
agregacao plaquetaria, iniciando a hemostasia sanguinea.

As plaquetas circulante sao fragmentos celulares derivadas de megacariécitos
e que nao interagem com a parede vascular quando essa esta integra. Apesar de
serem diminutas em relagdo a outros componentes figurados do sangue, elas sao
complexas tanto na superficie da sua membrana quanto no seu interior.

Uma das principais formas das plaquetas interagirem com seu exterior é por
meio de glicoproteinas e integrinas presentes na membrana celular plaquetaria, como
as integrinas B3-allb e a a2B31 e as glicoproteinas (GP) Ib-V-IX e a VI. Além disso,
diversos GPCRs participam no processo de ativagao e inibigdo plaquetaria, como os
receptores de trombina (PAR-1 e PAR-2, ambos ativadores das proteinas Gg/11/12/13),
os receptores do ADP (P2Y1 que acopla a Ggi11 € 0 P2Y+12 que acopla a Gipo),
receptores do ATP (P2X1 que sdo receptores ionotropicos permeaveis ao Ca?*), os
receptores da adrenalina (a2, que ativa a proteina Gio), o receptor do tromboxano A2
(TP, ativador da Gg/11) e o receptor da prostaglandina 12 (PGI2, agonista do receptor
IP que ativa a proteina Gs) (Thomas, 2019).

As plaquetas possuem duas organelas caracteristicas e exclusivas delas que
sdo os granulos do tipo a que séo ricos em P-selectina, GPVI, GPIb-1X-V, Fator de
Von Willebrand (vWF), fatores de coagulagao (como o FV e o FVIII), antitrombina (AT),
plasminogénio, proteina S, citocinas e quimiocinas e os granulos densos que possuem
altas concentragoes de ADP, ATP, 5-HT, histamina, Ca?*, Mg?*, K*, pirofosfato e
polifosfato (PoliP) (Harrison; Cramer, 1993; Thomas, 2019; Van Der Meijden;
Heemskerk, 2019).

Uma vez a integridade da camada endotelial rompida, o VWF se ligara aos
tecidos subjacentes e o colageno ficara exposto. A plaqueta liga-se aquele
principalmente através da GP-VI e a este via GP-Ib (figura 2) (Farndale et al., 2003).
Essa primeira interagao permite a plaqueta aderir ao local da leséo e a resistir ao fluxo
sanguineo, permitindo, também, que as plaquetas rolem sobre o leito vascular e
outras proteinas de suas membranas interajam com outros componentes da camada

subendotelial (Broos et al., 2011). Essas duas interagdes estabilizam as plaquetas no
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local da leséo e sao o pivd de sua ativacao. Tanto a GP-Ib-V-IX quanto a GPVI ligadas
levam ao recrutamento de diversas proteinas acessorias que se ligam ao dominio
intracelular dessas glicoproteinas ativando, por fim, a PLCy que leva ao aumento de
Ca?* intraplaquetario de modo semelhante ao gerado pela PLCB. Todavia, o IP3 atua
nos seus receptores presente em um aparato plaquetario como uma forma rudimentar
do reticulo endoplasmatico: o sistema tubular denso (STD). O IP3 se liga e ativa os
IPsR presentes no STD, permitindo a saida de Ca?' desse e aumentado a
concentracao desse ion no citoplasma plaquetario. O DAG da membrana plasmatica
plaquetaria em conjunto com o Ca?* ativa a proteina cinase C (PKC), levando a
ativacao das integrinas 33-allb e a a2p (que estdo normalmente em uma conformagao
fechada e interagem fracamente com seus ligantes) fazendo que essa forca de

interacdo aumente consideravelmente.

Figura 2 - Mecanismo de adesao e agregacao plaquetaria na matriz extracelular.
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fim, o conteudo granular plaquetario recruta outras plaquetas para o tampéao, ampliando-o e
levando a fase de propagacao da agregacao plaquetaria.

FONTE: Autor (2024).

A PKC também promove a secregédo dos granulos plaquetarios, mudancga da
conformacgao do citoesqueleto (por meio da fosforilagdo e ativacdo das proteinas

VASP e talina), exposicdo para o folheto externo da membrana celular de
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fosfatidilserina (agdo mediada pela pelas flipases ativas pela PKC e aumento de Ca?*)
e ativacdo da fosfolipase A2 (levando a uma exarcebada producao localizada de
TXA2) (Broos et al., 2011; Li et al., 2010; Wentworth et al., 2006). Vale ressaltar que
0s RyRs n&o participam dos mecanismos de ativagao plaquetaria (Chu et al., 2006).

O ADP, o ATP, a 5-HT e o TXA: liberados nessa fase inicial de adeséo e a
trombina proveniente da coagulagdo sanguinea que ocorre em paralelo atuam de
forma autécrina e paracrina, ativando ainda mais as plaquetas ja aderidas e
recrutando outras plaquetas circulantes para o tampé&o que esta em formacgao.

Na fase de propagacgdo, através de um processo denominado agregacao
plaquetaria, as plaquetas ativas podem ligar-se umas as outras por meio da integrina
B3-allb que se liga ao fibrinogénio formando pontes (Nesbitt et al., 2002; Shattil et al.,
2010).

Como forma de evitar a ativacao plaquetaria fora do local da les&o e limitar o
processo hemostatico, o endotélio produz autacoides que tém a capacidade de inibir
a ativacao e agregacao plaquetaria (figura 1).

Dentro os autacoides, a PGl € um que pode atuar tanto no musculo liso
vascular causando o relaxamento desse, quanto nas plaquetas, impedindo a sua
ativacdo. A PGl2 ativa os seus receptores IP presentes nas membranas celulares
desses componentes, 0 que resulta no aumento intracelular de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), que ativa a proteina cinase A (PKA) a qual fosforila e inibe a VASP
(impedindo a mudancga da forma plaquetaria), o IPsR (impedindo o aumento de Ca?*
no citoplasma plaquetario), a Rap1B (impedindo a secre¢do dos componentes
granulares plaquetarios) e impede a expressao ativa da GP-Ib-V-IX e da (3-allb
(diminuindo drasticamente o grau de agregacao e adesao plaquetaria) (Michelson et
al., 1996; Schwarz et al., 2001; Smolenski, 2012).

Ja o NO pode ser produzido pelas plaquetas ou pelo endotélio vascular a partir
da conversao da L-arginina na presenga de O: pela sintase de 6xido nitrico (NOS) em
L-citrulina e NO (Gkaliagkousi et al., 2007). O NO inibe a agregacao plaquetaria por
ativar, no citoplasma plaquetario, a ciclase de guanilil soluvel (sGC) e, em
consequéncia, aumentar a concentragao plaquetaria de fosfato ciclico de guanilina
(GMPc) e essa promover a ativagao da proteina cinase G (PKG), a qual ativa, fosforila
e inibe os mesmos alvos supracitados para a PKA (Russo et al., 2023).

Além dessa acdo sobre as plaquetas plaquetaria, o NO é um potente

vasorrelaxante que, para esse efeito, também ativa a via sGC/PKG nos midcitos
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vasculares. Ja a PKG nessa célula fosforila e ativa a bomba de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) e canais de K* da membrana celular, ao passo que fosforila
e inativa a MLCK, os Cav e o IP3R. Esses eventos irdo acarretar na hiperpolarizagao
celular e diminui¢cdo da concentragdo de Ca?* citosolicos, causando o relaxamento
muscular (Asuncion-Alvarez et al., 2024, Lincoln et al., 2001).

Paralelo aos processos de ativagéo e agregagao plaquetaria descritos, ocorre
a coagulagao sanguinea (figura 3) que culmina na formagao da rede de fibrina entre
e por volta do tampéao plaquetario inicial, estabilizando-o.

Inicialmente, quando ocorre a lesdo vascular, o fator tissular (FT) & exposto
(normalmente esta presente na membrana do musculo liso, de fibroblastos e de
mondcitos) ao sangue sendo, assim, permitida a ligagao do fator VIl ativo (FVIla) ao
FT, formando o complexo FT-FVlla o qual rapidamente se liga ao fator X.

O complexo triparticipe (FT-FVII-FX) é capaz de converter a protrombina (Fll)
em trombina (Flla), que atua em diversos alvos de forma inespecifica, gerando por
exemplo o Fator de Leiden ativo (Fator V) e os fatores IX e VIl ativos. Estes ultimos,
uma vez unidos em residuos de fosfatidilserina (ricas em cargas negativas), atuam
sobre o complexo triparticipe potencializando sua ag¢ao. De forma similar se observa
a acao da Trombina sobre o Fator de Leiden, que tende a se ligar ao Fator X e
potencializa a agéo enzimatica do complexo triparticipe.

Este mecanismo de feedback positivo uma vez intensificado faz com que a
Trombina alcance ainda mais alvos e com maior avidez, convertendo o fibrinogénio
em fibrina e ativando o Fator XIlI. A fibrina se polimeriza, ao passo que o FXllla é o
responsavel pelas ligagcdes cruzadas formando uma estrutura mais rigida e compacta,
denominada rede de fibrina (Alshehri et al., 2021; Wu; Ngai, 2023).

Baseado nesse modelo de coagulagdo sanguinea, a via intrinseca de
coagulagao funciona como um mecanismo de amplificagdo do processo. O contato
com a fosfatilserina das membranas plaquetarias, o PoliP, traps extracelulares de
neutrdéfilos, a pré-calicreina e o cininogénio de alto peso molecular sao as principais
formas do fator Xll torna-se ativo e esse ativar mais FXI (Schmaier, 2008; Schmaier;
Stavrou, 2019). Assim, no modelo mais moderno para explicar o processo de
coagulagado do sangue, a via intrinseca nao se torna importante. Isso ja vinha sendo
previsto ha anos pois ja foi observado que a deficiéncia desse fator ndo levava a

quadros hemofilicos, mas a um prolongamento do tempo de coagulagao do plasma
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sanguineo no teste de tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) (Schmaier;
Stavrou, 2019).

Com isso, por alguns anos o FXII ficou sobre a 6tica de ter fungao principal no
mecanismo plasmatico de producdo de bradicinina. Entretanto, diversos estudos
recentes apontam a importancia desse fator como um mecanismo de defesa contra
corpos estranhos no sangue (incluindo bactérias) (Renné; Stavrou, 2019). Também,
ja foi observado que pessoas deficientes de FXII tem um baixo risco de desenvolver
um evento trombdtico (Kleinschnitz et al., 2006) e que a inibigao seletiva desse fator
reduz o risco de trombose sem aumentar o risco de sangramentos (Larsson et al.,
2014; Revenko et al., 2011).

Nesse processo de coagulagdo do sangue, € possivel imaginar que quando
iniciado, o coagulo tomaria toda a luz possivel dos vasos sanguineos. Entretanto, o
Corpo possui mecanismos que limitam a coagulacao a area da les&o. O inibidor da via
do fator tecidual pode se ligar ao complexo FT-FVIla e inibi-lo; a antitrombina (AT) &
superativa quando esta ligada ao sulfato de heparan (presente no glicocalix do
endotélio sdo) e inibe fortemente o Flla e o FXa; e a trombomodulina (expressada
quando o endotélio é ativo por agentes como a 5-HT, ATP, trombina e a bradicinina)
que sequestra o Flla tornando inativo e junto com a proteina C e a proteina S inibe o
FVa e o FVllla (Gruzdys et al., 2023; Li et al., 2020; Versteeg et al., 2013). No modelo
de coagulagao posto, esse processo € chamado de fase de finalizag&o (figura 4).

Por fim, durante o processo de reparo da lesdo e dissolugado do trombo (figura
5), o endotélio secreta uma enzima denominada ativador do plasminogénio tecidual e
também passa a expressar o receptor de ativagao do ativador do plasminogénio do
tipo urocinase (que ancora o ativador do plasminogénio do tipo urocinase e o torna
ativo). Essas enzimas convertem o plasminogénio circulante em plasmina a qual cliva
o fibrinogénio em peptideos soluveis no sangue e, dessa forma, dissolve a rede de
fibrina e libera a celularidade (hematicas e leucdcitos) aprisionada nela (Chapin;
Hajjar, 2015).
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Figura 3 - Modelo de coagulacao sanguinea besada nas superficies celulares.
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Figura 4 - Mecanismos de limitagdo da formacao do trombo (a) e da fibrindlise (b).
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3.2 A TROMBOSE: ETIOLOGIA, TERAPEUTICA E DESAFIOS

A trombose é caracteriza como a formagéo de um coagulo sanguineo no interior
dos vasos como uma resposta excessiva a injuria vascular, que impede o fluxo normal
do sangue, causando isquemia no caso do acometimento de artérias ou impedimento
do retorno quando em veias.

Os eventos tromboembdlicos (ETE) estdo presentes em diversos quadros de
doengas cardiovasculares (como trombose venosa profunda, infarto agudo do
miocardio, acidente vascular encefalico isquémico, embolismo pulmonar, fibrilagao
cardiaca, acamamento, infecgdes, etc.) e sdo os responsaveis por milhares de morte
em todo o mundo anualmente e por um grande numero de morbidade e de custos
para os sistemas de saude. Em 2016, 31% de todas as mortes mundiais foram devidas
aum ETE (Crea, 2024, Lutsey; Zakai, 2023; May; Moll, 2021).

Segundos os dados disponiveis no DATASUS, no Brasil, entre 2011 e 2021,
aproximadamente 1,2 milhdo de pessoas morreram devido a algum problema agudo
decorrente de tromboembolismo. Ressalta-se que muitos pacientes acometidos por
tal doenga percorrem, também, a trilha de diversas condigdes crbnicas como a
hipertensao arterial sistémica, a dislipidemia, aterosclerose, a diabetes, o tabagismo,
a obesidade, o sedentarismo, o cancer e o envelhecimento (Lutsey; Zakai, 2023;
Raskob et al., 2014; Sodikov et al., 2024).

Apesar do grau de incidéncia de ETE ser ainda alarmante para a populagéo e
oneroso para os gastos em saude, a taxa de mortalidade por essa condi¢cdo (bem
como por todas as doencgas cardiovasculares) vem diminuindo consideravelmente aos
longos das ultimas décadas, mas ainda lideram com a maior parcela de mortalidade
e morbidade em todo o globo (Roth et al., 2017). Essa conquista € devida as variadas
abordagens terapéuticas (figura 5) para tratar os ETE, ao diagnostico precoce e
adesao de pacientes aos tratamentos desenvolvidos pela comunidade cientifica
(Lutsey; Zakai, 2023; Roth et al., 2017).

O processo trombotico € iniciado nos vasos gragas a interagdo de diversos
fatores celulares e moleculares que induzem, de forma descontrolada, a coagulagao
sanguinea e a agregacéo plaquetaria. Desde 1856 os fatores que reverberam em um
ETE foram sistematizados por Rudolf Virchow em uma triade (figura 6) que colocam
a hipercoagulabilidade e a estase sanguinea e a lesao endotelial como tais (Bagot;
Arya, 2008).
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Também, as caracteristicas morfolégicas dos trombos sao importantes para
determinar os melhores tratamentos para a sua resolugdo. Eles podem ser de dois
tipos principais: brancos ou vermelhos. Os trombos ditos brancos sio ricos em
plaquetas, NETs e sdo formados em artérias com altas velocidades de fluxo
sanguineo quando lesionadas ou quando placas aterosclerdticas sdo erodidas de
forma superficial, sendo a exposi¢cao de colageno o principal iniciador do evento

Os trombos vermelhos sdo mais ricos em fibrina e de heméacias e
majoritariamente formados em leitos artérias com velocidades sanguinea mais
elevada. Lesdes ateroscleréticas que se rompem e expde o centro lipidico e a estase
sanguinea sao as principais causas desses trombos. A exposi¢ao do fator tecidual é
a principal forma de iniciar esse tipo de trombo e eles normalmente obstruem toda a
luz arterial (Libby, 2017). Durante a fase de retragdo desse tipo de trombo, as
hemacias tornam-se poliedrais, a rede de fibrina é fixada fortemente com a agéo do
FXIIl e as plaquetas ativadas tendem a se retrair. Esses fatores reduzem a porosidade
do trombo e aumenta sua densidade tornando-os mais resistentes a fibrindlise
(Demsarh, 1992; Litvinov; Weisel, 2023; Rijken; Uitte de Willige, 2017; Tutwiler et al.,
2019)

Figura 5 - Alvos dos agentes antitrombaticos utilizados atualmente.
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A alteragao do fluxo sanguineo normal (laminar) e a parada do sangue afetam
diretamente o estresse de cisalhamento sobre o leito vascular, o que leva a diminuigéao
da producao de moléculas antitrombadticas como o NO, a prostaciclina e o ativador de
plasminogénio, ao passo que a produgao e secregdo de moléculas de adesao e pro-
trombaoticas aumentam como: o fator tecidual, o vVWF, a ET-1, o ICAM-1 e o VCAM-1
(Danesh et al., 2004). Também, essas alteragcbes vasculares decorrentes das
mudancas do fluxo normal se relacionam com a disfung¢ao endotelial.

Na disfungcdo endotelial (presente em diversas condi¢gdes e doengas) esse
desbalango entre agentes antitrombdéticos e pro-trombéticos esta presente, causando,
também, uma processo de contragdao constante da musculatura lisa vascular
(principalmente devido a perda da producao de NO pelo endotélio), remodelamento
vascular e perda do estresse de cisalhamento pelo fluxo laminar do sangue (Costa et
al., 2019; Triggle et al., 2012). Assim, a perda do fluxo laminar, a disfun¢cao endotelial
e a estase sanguinea fazem com que as hemacias, os leucdcitos e as plaquetas
circulantes se concentrem préoximas as paredes vasculares, local que passam a aderir

e forma microtrombos que servem de pivd para um ETE severo (Danesh et al., 2004).

Figura 6 - llustragao da triade de Virchow.
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A maior producdo do fator tecidual e a perda do endotélio ou a sua
disfuncionalidade leva ao aumento dos processos de coagulagdo e formagédo de
fibrina (verificada pelo aumento da concentragdo do D-dimero, que € um subproduto
da degradacédo da rede de fibrina (Cheng et al., 2022) e o maior grau de agregacao
plaquetaria frente a diversos ativadores favorecem o inicio da formagao de um trombo
de forma descontrolada. Somado a isso, o endotelial que outrora limitava a
hemostasia e agora esta em estado disfuncional colaboram com o crescimento desse
trombo e ocorréncia de um quadro possivelmente mortal para um paciente, como uma
trombose venosa profunda, um infarto agudo do miocardio ou um acidente vascular
encefalico isquémico (Crea, 2024; Kim et al., 2013; Raskob et al., 2014).

Assim, diversos pontos no processo de formagao de um coagulo sao alvos de
farmacos utilizados na terapéutica e prevencédo de ETE (figura 6). Todavia, estudos
apontam problematicas referentes ao uso desses agentes.

Atualmente, é visto que o uso de agentes antiagregantes plaquetarios em
pacientes que possuem as plaquetas hiper-reativas (como no diabetes tipo II, na
obesidade e na hipertensdo) ndo parece promover efeitos antitrombéticos (Angiolillo
et al., 2006; Lip et al., 2011; Santilli et al., 2012; Soodi et al., 2020). Em vista disso,
torna-se importante a pesquisa de novas substancias antiagregantes plaquetarias que
continuem eficazes mesmo em pessoas que tenham outras comorbidades.

Também, é sabido que aproximadamente 30% dos pacientes que usam
antagonistas do ADP (como o clopidogrel ou o prasugreal) sdo irresponsivos, e esses
medicamentos sao contraindicados em pacientes com mais de 75 anos (Dayoub et
al., 2018; Mackman et al., 2020). Na 6tica de um bloqueio da atividade plaquetaria, o
acido acetilsalicilico, o farmaco mais utilizado na prevencao primaria e secundaria de
ETE, tem sido frequente, porém, observar que quase 58% dos pacientes ainda
desenvolvem algum evento cardiovascular (Chen et al., 2023), que o uso de doses
maiores que 100 mg/dia aumenta o risco de morte por evento cardiovascular quando
comparado a quem n&o usa ou a quem usa doses menores que 100 mg/dia (Butalia
et al., 2011) e que o0 uso na prevengao primaria aumenta consideravelmente o risco
do desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (Mujaj et al., 2022).

Quando se olha para os agentes anticoagulantes, as problematicas giram em
torno do maior risco de hemorragias, toxicidade elevada de algumas classes (como

as heparinas e os antagonistas da vitamina K), os elevados custos de tratamento a
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longo prazo (o que gera descontinuidade da terapia), variagdes de responsividade aos
tratamentos devido as variagdes genéticas inerentes das populagdes e também as
interacbes medicamentosas (que também os agentes antiagregantes plaquetarios
nao estao isentos) (Mackman et al., 2020).

Em vista de todos esses fatores, é cristalina a necessidade do
desenvolvimentos de novas abordagens terapéuticas medicamentosas para a
prevencao e tratamento de ETE. Também, entender que a trombose € um evento
complexo que envolve tantos as alteracdes presentes na triade de Virchow como
também a participagdo do processo inflamatoério (o que classifica a trombose como
um evento vascular trombo-inflamatério), das hemacias, dos leucdcitos, da
musculatura lisa vascular e das fontes dos componentes da hemostasia
(megacariocitos e figado) (Bettiol et al., 2022; Davizon-Castillo et al., 2019; Swystun;
Liaw, 2016; Viswanathan et al., 2023). Assim, as novas moléculas visadas sao postas
nao apenas como meras agentes antiagregantes plaquetarias ou anticoagulantes,
mas como farmacos multifacetados. Isto é, capazes de ter agdo antitrombética, mas
também acdo antidiabética, anti-hipertensiva, anti-inflamatdria, etc., por atuar nas
plaquetas, no endotélio, nos megacariocitos e na coagulagdo de modo a modular a
hemostasia, impedindo o sangramento como efeito adverso, mas prevenindo a
trombose (como ocorre nos pacientes que possuem mutacao no FXIl da coagulagao).

Tais desafios na procura de novos farmacos antitromboéticos sao postos por
alguns autores e se somam a outros [desafios] como, por exemplo, atuar em diferentes
pontos no processo de formagédo do trombo, ser eficaz na prevengdo primaria com
baixo risco ao paciente, nao inibir completamente o processo hemostatico e resolver
o ambiente de hiperreatividade plaquetaria e pré-coagulante desencadeada por um
fundo inflamatério presente em muitas doengas crbnicas (muitos autores colocam
esse ultimo ponto como primordial. Remover o “resquicio” de risco cardiovascular
gerado pelo ambiente pré-inflamatério apos sanados os riscos trataveis como
obesidade, hiperlipidemias, pressao alta, etc., € um dos maiores desafios das novas
terapias para as doengas cardiovasculares) (Aday; Ridker, 2019; Butalia et al., 2011;
Evans, 2022; Ten Cate, 2021).

Frente ao exposto, destaca-se o potencial do galato de octila, um derivado do
acido galico, como um agente antioxidante, antagonista do ATP, bloqueador da
entrada de célcio em diversas linhagens celulares e anti-inflamatério e com ampla

aplicacdo como agente conservante pela industria alimenticia e cosmética devido a
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sua baixa toxicidade, mas que nao ha evidéncias de sua agdo como agente
antitrombadtico e vasorrelaxante, atividades ja demonstradas para o acido galico e
alguns derivados alquilicos. Sendo, por fim, necessarios estudos para avaliar o
potencial dessa molécula. Também, é esperado que carreado em uma microemulsao,

o galato de octila sua biocompatibilidade seja melhorada.
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3.3 OS EFEITOS BIOLOGICOS DO ACIDO GALICO E SEUS DERIVADOS
ALQUILADOS

O &cido galico (figura 7) € um produto natural da classe dos compostos
fendlicos simples. Com origem em vegetais a partir da rota biossintética do acido
chiquimico, essa molécula é largamente distribuida nas espécies vegetais (Morton et
al., 2000; Simoes et al., 2016).

Essa molécula € precursora, por rotas biolégicas, de diversas outras
substancias em plantas, fungos e animais (Marmouzi et al., 2021; Sarioezlue; Kivanc,
2009). Em destaque, os derivados alquilados (a partir da condensagao de alcoois com
0 grupamento acido carboxilico do acido galico) sdo um desses derivados do acido
galico. Esses derivados (como o galato de octila) ja foram identificados em espécies

vegetais e animais (Latha; Daisy, 2013; Lu et al., 2022).

Figura 7 - Estrutura do acido galico e de seus derivados alquilicos.

R Nome comum
o o —H Acido galico
~
R —CH,4 Galato de metila
/\CH3 Galato de etila
P Galato de propila
HO OH NN, Galato de octila
OH

O R corresponde ao grupamento quimico que caracteriza a substancia.
FONTE: Autor (2024).

Esse composto fendlico demonstrou, primeiramente, atividade antioxidante
ainda nos anos 40 do século XX (Golumbic; Mattill, 1942). Entretanto, apenas no final
desse século e principalmente nas primeiras décadas do século XXI o acido galico
passa a ser estudado como uma molécula com bioatividade promissora sobre o
sistema cardiovascular, bem como os seus derivados (Badhani et al., 2015; Morton et
al., 2000).

O acido galico e seus derivados parecem atuar como agentes antioxidantes de

duas maneiras: a primeira como um neutralizador de radicais livres e a segunda por
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aumentar as defesas antioxidantes celulares. Ressalta-se que a maioria dos efeitos
biologicos desses produtos naturais em modelos de doengas s&o atribuidos a sua
acao antioxidante. Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes diretos
doando prétons para os radicais livres, neutralizando-os, ou doando elétrons, tornando
o radical livre em uma forma id6nica ou neutra estavel (Wright et al., 2001).
Aparentemente, os compostos fendlicos simples (como o acido galico e seus
derivados alquilados) parecem atuar como antioxidantes doadores de elétrons
(Charlton et al.,, 2023). Esse mecanismo, apesar de ter pouca ou nenhuma
repercussao sobre a atividade biolégica dos galatos, explica o extenso uso na
industria alimenticia e de cosméticos como antioxidantes (Badhani et al., 2015).

Além dessa forma, os efeitos antioxidantes mais proeminentes e com maiores
repercussdes biolégicas do acido galico e derivados parece ser por aumentar as
defesas antioxidantes celulares. Em modelos de diabetes em ratos, o tratamento com
o acido galico foi capaz de aumentar a quantidade e atividade de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a
glutationa transferase no figado, rins e sangue desses animais (Huang et al., 2016;
Ramkumar et al., 2014; Xu et al., 2021). Achados semelhantes foram observados em
modelos de doencgas cardiovasculares como a hipertensao, a hipertrofia cardiaca, o
infarto, a senescéncia cardiaca (Ogunsanwo et al., 2017; Prince et al., 2009; Shaik et
al., 2012; Yan et al., 2020; Zarei et al., 2023). Efeitos antioxidantes por aumentar as
defesas celulares ja foram relatados para o galato de metila (Liang et al., 2023; Whang
et al., 2005), de etila (Fan et al., 2023; Mehla et al., 2013), de octila (Mori et al., 2017)
e para o galato de dodecila (Kubo et al., 2002) em modelos de doengas do coragao e
pulmonares.

Avaliando estudos publicados mais recentemente sobre a acdo antioxidante
dessas moléculas, a indug¢ao do aparato antioxidante celular € mediada pela ativagao
da proteina Fator Nuclear E2 Relacionada ao Fator 2 (Nrf2). Esse fator nuclear induz
0 aumento da expressao das enzimas antioxidantes citoprotetoras supracitadas
(Hammad et al., 2023).

Parte dos efeitos sobre o Nrf2 desses compostos fendlicos sao explicados por
eles poderem se oxidar em quinonas ou quinolonas e nesse processo gerar peroxido
de hidrogénio (H202), o qual é capaz de ativar o Nrf2 e o aparato enzimatico
antioxidante (Akagawa et al., 2003; Erlank et al., 2011; Gil-Longo; Gonzalez-Vazquez,

2010). Apesar disso, ha autores que indicam uma interagao e ativagao direta do acido
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galico com o Nrf2 (Diniyah et al., 2023; Feng et al., 2018). Assim, é possivel que esses
dois mecanismos expliqguem os efeitos benéficos do acido galico e seus derivados
alquilados, mediados pelo aumento da defesa antioxidante, em diversos modelos de
doenca em roedores (Lin et al., 2020; Mehla et al., 2013; Mojadami et al., 2023; Wang
et al., 2022; Zhou et al., 2019).

Além da clara acdo antioxidante desses compostos, outros efeitos e
mecanismos de agao ja sao bem relatados na literatura. Todavia, o acido galico é
muito mais estudado do que seus derivados alquilados. Dessa maneira, é evidente a
necessidade de mais investigagdes sobre esses derivados — uma das motivagdes do
presente trabalho — tendo em vista essa escassez e, também, a falta de linearidade
dos seus efeitos (conforme observado nessa revisao). Por exemplo: enquanto o acido
galico e o galato de metila sdo antiagregantes plaquetarios, o galato de propila é um
proeminente agente pro-agregante plaquetario (apesar de haver relato desse ter efeito
antitrombdtico) (Xiao et al., 2004). Outro exemplo que ilustra a dualidade de efeitos
desses compostos € no tocante a responsividade vascular, na qual ha uma acéao
vasoconstritora do acido galico quando em baixas concentragbes e uma agao
vasorrelaxante em concentragdes maiores (de Oliveira et al., 2016).

Em aorta em banho de dérgaos isolado, o acido galico induz, em baixas
concentragoes, efeito vasoconstritor de forma dependente do endotélio vascular pré-
contraidos com FEN ou prostaglandina F2a (Sanae et al., 2003). E relatado que tal
processo € desencadeado devido a autoxidagédo do acido galico e formagéo de H202
nesse processo. Em meio oxigenado e aquoso, o acido galico € capaz de se
transformar em hidroquinonas, semiquinonas e em acido elargico. Nessas
transformagdes, radicais livres sdo formados (Gil-Longo; Gonzéalez-Vazquez, 2010;
Tulyathan et al., 1989). Assim, esse aumento repentino de espécie reativa de oxigénio
leva a: deplegao de NO endotelial e ativagao da ciclo-oxigenase na musculatura lisa
vascular (o que induz contragao arterial de forma independente do endotélio). Esses
efeitos sao revertidos pela remogao do H20: através da adicdo de N-acetil-cisteina e
catalase ao meio (Gil-Longo; Gonzalez-Vazquez, 2010).

Ja em concentragbes mais elevadas, em concentragdes acima de 1 mmol.L",
o acido galico induz efeito vasorrelaxante tanto na presenga quanto na auséncia de
endotélio em aorta de rato montada em banho de 6rgéos isolado. Tal efeito é relatado
por de Oliveira et al. (2016). Aparentemente, esse efeito parece nao ser dependente

da produgao de H202 tendo em vista que o uso de um inibidor da PI3K (o wortmannin)
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nao teve efeito sobre o relaxamento induzido pelo acido galico, ja que é relatado que
o aumento de H20:2 induz a fosforilagao e ativacdo da eNOS por levar a ativagao da
PI3K (Cai et al., 2001; Tejero et al., 2019).

Além desse efeito arterial, o acido galico é dotado de acdo antiagregante
plaquetario. Sobre plagquetas humanas, o acido galico inibe a agdo agregante induzida
pelo ADP, pelo U46619 (um analogo sintético do TXA2) e pela trombina (Chang et al.,
2012; Zhang et al., 2022). O efeito antiagregante plaquetario do acido galico é exercido
por reduzir a acao da PKC e da Akt e por diminuir a concentracao intraplaquetarias de
Ca?* (Chang et al., 2012).

Em modelos de ratos hipertensos o tratamento com o acido galico atua
reduzindo a pressao arterial e também o estresse oxidativo, a hipertrofia cardiaca e
vascular, o quadro inflamatdrio associado e melhora a fungcdo endotelial e muscular
nas artérias desses animais. Essas acdes parecem estar associadas a reducédo da
angiotensina Il circulante e aumento da biodisponibilidade de NO por reduzir a
degradacao ou desacoplamento da eNOS (Jin et al., 2017; Yan et al., 2020). A acao
diurética do acido galico em ratos também contribui com o efeito hipotensor
(Schlickmann et al., 2018). A diurese relatada é devido a proeminente excregédo de
sédio e cloreto com o tratamento oral dos animais com o acido galico. Também, a
producao de eicosanoides parece participar desse efeito, ja que o tratamento prévio
dos animais com indometacina reverte esse efeito.

Outros efeitos sobre o sistema cardiovascular ja foram observados para o 4cido
galico, tais como: cardioprotetor (Jin et al., 2017; Prince et al., 2009; Priscilla; Prince,
2009; Shackebaei et al., 2022), antiarritmico (Akbari et al., 2020; Jin et al., 2017),
antiaterosclerético (Clark et al., 2022) e antitrombdtico (Yun-Choi et al., 1996).

O galato de metila € um dos derivados alquilicos do acido galico mais estudado.
Os derivados etila e propila apresentam uma boa bibliografia sobre os efeitos
biolégicos. Entretanto, a partir dos galatos com cadeia de carbono alquilicos de quatro
a sete membros (galato de butila até o pentila) os estudos sobre as atividades
biolégicas no sistema cardiovascular ou sobre outros grandes sistemas fisiolégicos
ficam escassos, sendo limitados a investigacéo de agéo antibiotica ou anticancer ou,
ainda, a nenhuma atividade bioldgica relatada. Todavia, o galato de octila volta a ser
mais amplamente estudado, enquanto os galatos com cadeia carbdénica maior que

oito membros sao também pouco estudados.
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Depois do galato de etila, o galato de metila parece ser um dos mais estudados
e de interesse biologico. Essa molécula tem acdo diurética, natriurética e caliurética
em ratos normotensos e hipertensos tratados por via oral em uma dose de 1 ou 3
mg.Kg' (Schlickmann et al., 2017). Além disso, em modelo de colite em ratos, o galato
de metila diminuiu a inflamacéao, o estresse oxidativo e o quadro de diarreia. Em tiras
de jejuno montadas em banho de érgéaos isolado, essa molécula antagoniza o efeito
espasmadico da ACh e da serotonina provavelmente por bloquear a entrada de Ca?*
nos miocitos intestinais (Anzoise et al., 2018). Além disso, o efeito anti-inflamatério é
corroborado em modelos de animais tratados com ligantes ativadores dos receptores
Toll, o galato de metila exerce agao anti-inflamatodria e antinociceptiva, reduzindo o a
quantidade de IL-6, do TNF-qa, da IL-1B e do CXCL-1 no sangue desses animais e a
atividade do NFkB (Correa et al., 2020).

O galato de etila tem esse efeito anti-inflamatorio (diminuindo, também, a
atividade do NFkB) demonstrado em modelos de infarto intestinal em camundongos,
além de preservar as células da apoptose durante a isquemia e reduzir o estresse
oxidativo gerado durante a reperfusdo (Fan et al., 2023). Esse efeito antagbnico do
NFkB é corroborado com outros estudos que apontam a inibicdo da translocagao
desse fator nuclear em células endoteliais estimuladas com citocinas pro-inflamatoérias
(Murase et al., 1999). Também, outro efeito proeminente do galato de etila sobre as
células endoteliais é o estimulo para que produzam prostaglandina E2 (Wang et al.,
2018). Tais achados subsidiam a ag¢do cardioprotetora demonstrada para essa
molécula (Ahmed et al., 2021; Khurana et al., 2014).

Outros estudos apontam que parte do mecanismo molecular do galato de etila
seria por estimular o Nrf2, aumentando as defesas antioxidantes celulares e
reduzindo, também, a acdo do NFkB (Chen et al., 2019; Mehla et al., 2013).

No choque séptico em caes, o tratamento (prévio e durante o quadro de
choque) dos animais levou a maior recuperagao em relagao aos animais nao tratados,
prevenindo a morte como desfecho e sendo os achados comparaveis ao uso da
noradrenalina (Gotes et al., 2012; Mink et al., 2011).

Outra acado dessa molécula é sobre o metabolismo de lipoproteinas, reduzindo
a absorcdo de lipoproteina de baixa densidade oxidada e lipideos por células
endoteliais, levando a atividade antiaterosclerética (Liu et al., 2021). Nesse sentido,
Ahn et al. (2022) apontam que o galato de etila é capaz de ativar a AMPK, o que

levaria a agao antidiabética e antiobesidade.
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O galato de propila tem efeitos que divergem do que seria esperado em vista,
principalmente, da agdo antiagregante plaquetaria e bradicardica do acido galico.
Esse galato tem uma proeminente agdo agregante plaquetaria por estimular a
fosforilagdo de proteinas, ativagdo da COX-1 nas plaquetas (e produgédo de TXA2) e
expressao da glicoproteina llb/llla (Speck, 1969; Xiao et al., 2004). Controversamente
a isso, um autor aponta que o galato de propila tem agao antitrombdtica em modelos
de trombose induzida em carétida de rato, ndo por atuar nas plaguetas mas sim na
coagulagao, aumentando a formacéao do ativador de plasminogénio tecidual (Jiang et
al., 2008).

Ja o efeito sobre o tecido cardiaco consiste em aumentar a sensibilidade dos
miofilamentos da musculatura do coragéo ao Ca?*, aumentando a forga de contragdo
(Tadano et al., 2009). Com isso, essa molécula foi utilizada como agente para tratar
animais com cardiomiopatia dilatada, aumentando consideravelmente a for¢ca de
contracdo, diminuindo o remodelamento cardiaco e a progressdo da doenga nos
camundongos (Du et al., 2014). Também, o efeito sobre o musculo cardiaco é
demonstrado por Karthikeyan et al. (2005). Nesse trabalho, o tratamento com o galato
de propila preveniu os danos oxidativos induzidos pelo isoproterenol sobre o coragao
em ratos. Esse efeito ocorre provavelmente devido ao aumento da maquinaria celular

antioxidante.
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3.4 O POTENCIAL TERAPEUTICO DO GALATO DE OCTILA

O galato de octila ja é utilizado ha décadas pela industria alimenticia e de
cosmético como antioxidante de misturas ricas em gorduras (EFSA, 2015). Também
ja foi identificado como metabdlito secundario nas frutas da Terminalia bellarica e em
esponjas e algas marinhas (Latha; Daisy, 2013; Lu et al., 2022)

Os estudos toxicolégicos para essa molécula apontam para uma boa
seguranga para o seu uso. No teste oral de toxicidade aguda feito em ratos foi
estimado a DLso de 4.700 mg.Kg™! em ratos albinos, a de 2.710 mg.Kg-! em ratos da
linhagem Sprague-Dawley e a de 1.960 mg.Kg' quando administrado, nessa
linhagem, em uma emulsao (EFSA, 2015; Van der Heijden et al., 1986).

A avaliagéo dos efeitos toxicoldgicos subcrdnicos do uso do galato de octila em
ratos, porcos e cachorros também foi realizada. Em ratos, o uso de doses acima de
150 mg.Kg'/dia, por trés meses, induziram anemia hipocromica (Van der Heijden et
al., 1986; Van Esch, 1955). Apesar disso, outros estudos nao mostraram que o
tratamento mais longo e em doses mais elevadas levavam a alteragdes mais
significativas, com excegdo do aumento discreto dos niveis séricos da enzima
aspartato aminotransferase (AST) (Depner et al., 1982; Van der Heijden et al., 1986;
Van Esch, 1955).

Em cachorros 0 aumento da AST também foi observado quando esses animais
foram tratados com 380 mg.Kg'/dia por treze semanas, ja em porcos tratados com
doses de 80 mg.Kg'/dia ndo foram observados quaisquer efeitos toxicos (EFSA,
2015). Em vista disso, a boa margem de seguranca e resultados concluidos em
triagens farmacoldgicas motivaram alguns estudos n&o-clinicos com o galato de octila.

Essa substancia inibiu em aproximadamente 92% a entrada de calcio mediada
por Cav presente em células pituitarias da linhagem GH4C+, estimuladas com solugao
nutritiva despolarizante contendo 50 mMol.L"" de K*. Também foi visto que 20 pyg.mL-
' de galato de octila no meio bloqueia completamente as correntes de Ca?* nessa
linhagem celular (Summanen et al., 2001; Tammela; Vuorela, 2004).

Em células da linhagem PC12, o galato de octila também foi capaz de
antagonizar as correntes de Ca?* geradas pela estimulagédo dessas células por ATP
ou solugéo nutritiva despolarizante (Guo et al., 2010). Outrossim, essa substancia leva
a redugdo do aumento intracelular de Ca?* estimulado pelo ATP por antagonizar a
acéo da PKC (Guo et al., 2010).
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Para além dessas agdes, o galato de octila é capaz de inibir de forma reversivel
a lipoxigenase e impedir a peroxidagao lipidica (Ha et al.,, 2004). Essas fungdes
indicam que esse galato poderia ter agado anti-inflamatéria. Tal premissa foi
comprovada com estudos que mostram essa acdo em animais.

Em modelos de dano pulmonar gerado pela inagéo de lipopolissacarideo, o
tratamento prévio com 0,75 mg.Kg' com o galato de octila reduziu o infiltrado de
células inflamatério nos pulmdes e a quantidade de TNF-a e iINOS nesse tecido (Haute
et al., 2020). J&4 em modelos de endometriose em ratas, os niveis de TNF-a no utero
ndo foram alterados com o tratamento com o galato de octila, ao passo que a leséo
nos animais tratados e a ativagdo do NFkB estavam significativamente reduzidos
(Bustami et al., 2020).

Em consonancia com os efeitos anti-inflamatérios dessa substancia, Haute et
al. (2022) apontou que ela reduz a ativagao linfocitaria e também impede a liberagao
dos traps por neutréfilos quando estimulados com LPS. Ja Park et al. (2024)
demonstra que o tratamento em camundongos com 0,5 mg.Kg™' de galato de octila
reduz consideravelmente a inflamagao de pata induzido com urato e também que o
tratamento prévio com 12,5 mg.Kg™' de galato de octila reduz a mortalidade em dois
modelos de sepse (um induzido por LPS e outro por pungao cecal). O autor aponta
que esses efeitos anti-inflamatdérios sdo mediados pela inibicdo direta do galato de
octila sobre o NLRP3, impedindo a formagao do inflamossomo.

O galato de octila também desponta como um forte candidato para o tratamento
da diabetes. Em modelos animais de diabetes induzida por estreptozotocina, o
tratamento com 20 mg.Kg" foi capaz de reduzir os niveis glicémicos aos comparaveis
do tratamento com insulina. Tal efeito foi gerado pois o tratamento aumentou os niveis
de insulina sérica nos animais e a glicogénese e reduziu o consumo de ragéo e a
resisténcia a insulina nos animais diabéticos tratados (Latha; Daisy, 2013). Além
disso, interessantemente, o tratamento dos animais diabéticos, além de melhorar o
quadro hiperglicémico, levou a uma mudancga do perfil lipidico dos animais: reduziu o
colesterol total, os triglicerideos e o LDL, ao passo que aumentou a concentragao séria
de HDL (Latha; Daisy, 2013).
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3.5 A MICROEMULSAO COMO INOVAGAO TECNOLOGICA DE INTERESSA
PARA A FARMACOLOGIA

Uma microemulsdo (ME) tem como caracteristicas principais a presenga de
goticulas dispersas com tamanhos que véo de 1 até 100 nandmetros, possuirem
excelente estabilidade fisica e quimica (estabilidade termodinamica), terem aspecto
translucido e birrefringente e também serem isotropicas (Mitra, 2023) (figura 8).

O termo “microemulsao” foi introduzido ainda nos anos 40 do século XX por
Hoar e Schulman (1943), baseado na formagao de uma solugdo monofasica por meio
da titulagdo de uma emulsao de aspecto leitoso em hexanol. Posteriormente, com a
caracterizagao desse fendbmeno, o termo foi cunhado (Schulman et al., 1959).

De uma forma geral, o preparo desse sistema consiste na mistura de dois
liquidos imisciveis (como triglicerideos e agua) com um surfactante e um co-
surfactante para que a tensao interfacial entre as fases imisciveis seja quebrada e as
goticulas sejam formadas. Também, o uso de surfactantes nao-ibnicos (como o
Cremophor EL) dispensam o uso de co-surfactantes para a formagao de sistemas
microemulsionados, além de serem amplamente utilizados pela industria cosmética e
farmacéutica (Callender; Wettig, 2021; Warisnoicharoen et al., 2000).

Outrossim, esses agentes emulsificantes apresentam como vantagem a menor
toxicidade as membranas biolégicas, menor grau de irritagcdo sobre as mucosas e
epitélios, promog¢ado de maior permeabilidade celular das moléculas carreadas e a
possibilidade de ser administrada, uma mesma férmula, tanto pela via enteral quanto
de forma parenteral (Alves et al., 2020).

Também, por ser um sistema com a presencga de dois liquidos imisciveis e de
caracteristicas quimicas particulares, € possivel desenvolver uma microemulsdo que
carregue moléculas polares e apolares. Inclusive, a ME proporciona a moléculas mais
hidrofébicas maior solubilidade em meio aquoso, maior rapidez de dissolugao, previne
a degradacgao enzimatica e o tamanho das goticulas proporciona uma maior superficie
de contato com as membranas bioldgicas, o que favorece a absorgdo e aumento da
biodisponibilidade e interacdes com as proteinas presentes nas membranas celulares
(Ke et al., 2005; Mitra, 2023; Sahu et al., 2015).

De acordo com as caracteristicas de polaridade da fase dispersa (lipofilica ou
hidrofilica), & possivel separar as ME em trés tipos principais: Agua/Oleo (A/O),

Oleo/Agua (O/A) e a forma bicontinua.
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O que determina a formacao de cada um tipo desses sistemas de ME sao dois
principais fatores: a propor¢édo dos componentes e as caracteristicas do surfactante
utilizado.

Quando a quantidade de Oleo € superior a de agua e as moléculas incorporadas
sdo hidrofilicas e estdo presente nas goticulas de agua que s&o rodeadas pelo
surfactante em uma fase lipidica continua, sendo essa fase aquosa descontinua,
existe, assim, uma ME A/O. Esse tipo de emulsado tem limitagdes quanto ao uso (por
exemplo, sendo incompativel com a via intravenosa). Ja nos casos que a proporgao
de agua € maior do que a de dleo e as moléculas ativas incorporadas séo lipofilicas e
ficam presentes em goticulas oleosas descontinuas rodeadas pelas moléculas
surfactantes e dispersas no meio aquoso continuo, diz que essa ME ¢é do tipo O/A.
Por fim, quando a quantidade de fase aquosa e oleosa sao proporcionais, dificilmente
um sistema de goticulas sera formado, mas sim uma ME do tipo bicontinua (Alves et
al., 2020).

Figura 8 - Tamanhos das goticulas de emulsdes do tipo 6leo em agua.

—
Microemulsao Nanoemulsao Macroemulsao
10 - 100 nm 10 - 100 nm > 400 nm

FONTE: Autor (2024)

Além disso, o surfactante contribui significativamente para a formagao do tipo
de ME em vista do balango hidrofilico-lipofilico (para o surfactante, essa caracteristica
exprime o grau de hidrofilicidade ou lipofilicidade do mesmo): Valores baixos desse
balanco favorecem a formacao de ME do tipo A/O, enquanto surfactantes com valores

mais elevados favorecem a formacg&o de ME do tipo O/A (Lawrence; Rees, 2012).



33

Dessarte, as ME passaram a ter grande interesse na pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos pelos beneficios citados. Em consequéncia,
dezenas de farmacos que tinham suas aplicagdes limitadas a via oral ou intramuscular
passaram a ser desenvolvidos em ME para ampliar as aplicacbes terapéuticas e
clinicas (Callender et al., 2017; Chavda et al., 2023)

Todavia, o escalonamento desses processos para uma planta industrial ainda
demanda muitos desafios como equipamentos e de custos. Além disso, as ME podem
demandar uma elevada quantidade de surfactantes para estabilizar quantidades
elevadas de farmacos carreados, o que leva a dois grandes problemas: maior risco
de reacgbes alérgicas e toxicas (como hemolise, trombose e dores localizadas),
desencadeadas por surfactantes da ME; ou uma formulagdo que tenha quantidades
de farmacos insuficientes para os efeitos bioldégicos. Também, mudangas bruscas de
temperatura, de pH ou de salinidade da ME podem desestabilizar o sistema (Chavda
et al., 2023).

As microemulsdes sao amplamente desenvolvidas para aplicagdo no
tratamento de doengas cardiovasculares (como infarto do miocardio, hipertensao,
trombose e aterosclerose). Callender et al. (2017) aponta que por volta de 15% dos
estudos sobre ME publicados entre 2011 e 2016 foram voltadas para tratar doencas
desse sistema. Dentre as vantagens desse sistema, os autores citam a menor
quantidade de doses ou menor quantidade administrada para alcangar a faixa
terapéutica, reducdo de efeitos colaterais associados, possibilidade de associar
farmacos em uma unica administracdo e administrar farmacos por vias diversas
(Araujo et al., 2021; Chavda et al., 2023; Yadav et al., 2023; Zuo et al., 2022).



MATERIAL




MATERIAL

DO DESENVOLVIMENTO DA MICROEMULSAO




36

4. MATERIAL

4.1 MATERIAL DO DESENVOLVIMENTO DA MICROEMULSAO

4.1.1 Substancia-teste: galato de octila

O galato de octila foi obtido da Sigma-Aldrich (Merk© — Alemanha), com o n°:
de referéncia: 48700. A pureza do produto € de >99%, sua massa molecular é de
282,33 g.mol"! e sua forma é de um pé amorfo de coloragdo bege clara. (dados obtidos
do datasheet publicizado pela fornecedora). O galato de octila possui uma solubilidade

em solugdo tampao fosfato tamponado de 5,7.10* mol.L" (Takai et al., 2011).

4.1.2 Substancias e reagentes

Para os experimentos e preparos referentes ao desenvolvimento da
microemulsdo foram utilizados as seguintes substancias e reagentes: Agua
deionizada produzida no laboratério por meio do filtro de osmose reversa e
deionizagao (Filterinter, Campinas, Sao Paulo — Brasil). O Kolliphor EL® (dleo de
ricino etoxilado), o Kollisolv® (triglicerideos de cadeia média, MCT) e o Lipoid S100®
(fosfatidilcolina de soja) foram provenientes da BASF (Ludwigshafen, Renania —
Alemanha). O Cloreto de sodio (NaCl) foi obtido da Dindmica Quimica (Indaiatuba,

Sao Paulo — Brasil).

4.1.3 Solugébes e agua

Foi utilizada para os processos de desenvolvimento tecnoldgico a solugao de
NaCl na concentragdo de 1 mMol.L"" em agua. Depois de preparada, antes de ser
usada, a solugao foi filtrada em filtros de seringa com poros no tamanho de 0,45 pm
e sonicada por 10 minutos em banho ultrassénico na temperatura ambiente. A solucéo
foi armazenada em garrafa de vidro para uso posterior. O tempo de armazenamento
nao foi superior a 15 dias. Além disso, toda a agua utilizada nos experimentos de
formulagao foi proveniente do filtro de osmose reversa seguido de deionizador e foi
filtrada com filtro de seringa com poros de 0,45 ym e sonicada em banho ultrassénico

por 10 minutos. Essa agua foi armazenada em garrafas de vidro para o uso posterior.
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4.1.4 Equipamentos

Para a medida dos tamanhos das goticulas da microemulsdo e do potencial
Zeta foi utilizado o equipamento DLS ZetaSizer Lab (Malvern Panalytical, Grovewood
— Reino Unido) acoplado a um computador para a aquisicdo de dados e o
processamento dos mesmos. O pH foi medido utilizando um pHmetro Simpla PH140
(ASA instrumentos, Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul — Brasil), uma estufa para o
teste de estabilidade foi a SPLabor Estufa (SPLabor, Presidente Prudente, Sdo Paulo
-Brasil) e o vortex (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana — Brasil). O sonicador de
ponteira ultrass6nico € da marca Eco-sonics (Curitiba, Parana — Brasil). As
substancias foram pesadas em balanga analitica (Discovery DV214c, OHAUS.

Parsippany, New Jersey — Estados Unidos).

4.1.5 Softwares

Para a analise e obtencdo dos dados do DLS foi utilizado o programa ZS
explorer (Malvern Panalytical, Grovewood — Reino Unido). Os dados foram tratados
estatisticamente por meio do programa Statistica 12 (StatSoft — Dell, Round Rock,
Texas — Estados Unidos) e o Excel (Microsoft Office — Microsoft, Redmont,

Washington — Estados Unidos).
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4.2 MATERIAL DAS TECNICAS FARMACOLOGICAS

4.2.1 Substéancia-teste: microemulsao de galato de octila (MEGO)

A MEGO foi preparada e utilizada, enquanto ndo se sabia a estabilidade da
mesma, em até 24 horas apds o preparo. A microemulsao foi testada levando em
consideragao concentragao do galato de octila na mesma. Para os testes in vitro ou
in vivo a MEGO foi diluida em solugdo salina ou em Krebs para atingir as
concentragcdes necessarias para os testes.

O veiculo, quando utilizado, continha todos os componentes da formula (com
excecao do galato de octila) e foi preparado da mesma forma. Quando usado, foram

aplicados os volumes de veiculo correspondente aos usados para a MEGO.

4.2.2 Substancias e reagentes

As solugbes que usaram sais foram preparadas utilizando os seguintes
produtos: o NaCl, o KCI, o KH2PO4, o FeCls e o MgSO4 provenientes da Dinamica
Quimica (S&o Paulo, SP — Brasil); o NaHCO3, o NaH2P0O4.H20, o HCI e o MgCl2.6H20
foram fornecidos pela empresa Neon Quimica (Sao Paulo, SP — Brasil); o CaCl2.2H20
e o NaOH da Vetec Quimica (Rio de Janeiro, RJ — Brasil).

A glicose, o citrato trissédico e o acido citrico foram adquiridos da Dinamica
Quimica (S0 Paulo, SP — Brasil). A solugéo de formol a 10% foi proveniente da Exodo
Cientifica (Sumaré, SP — Brasil). A mistura de gas carbogénica (95% Oz e 5% de COy2)
foi fornecida pela White Martins Gases industriais (Jodo pessoa, PB — Brasil).

A enoxiparina sddica foi adquirida da Eurofarma (Sdo Paulo, SP — Brasil). A
acetilcolina (ACh), o cloridrato de fenilefrina (FEN), O N®-nitro-L-arginina-metil éster
(L-NAME), o 2-fenil-4,4,5,5-tetrametil-imidazolina-1-oxil-3-oxido (PTIO), o 1H[1,2,3]-
oxadiazolo-[4,3-a]-quinoxalin-1ona (ODQ) e o difosfato de adenosina (ADP) e o
dimetilsulféxido (DMSO) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Merk®©, Darmstadt —
Alemanha). A cetamina 10% e a xilazina 2% foram obtidas da Syntec do Brasil
(Santana do Parnaiba, Sdo Paulo — Brasil). Os kits comerciais de Tempo de
Protrombina (TP) e de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa) foram adquiridos da

Wama Diagnosticos (Sao Carlos, Sao Paulo — Brasil).
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O ODQ foi dissolvido em DMSO. As demais solugcdes usando as substancias
citadas foram preparadas em agua deionizada e armazenadas a -20°C até serem

utilizadas (com excegao das solugdes nutritivas e a de FeCls).
4.2.3 Solugoes

As solugdes fisioldgicas utilizadas (quadros 1, 2 e 3) na experimentagao foram
preparadas com agua de osmose reversa, filtradas em filtro de papel e o pH foi
verificado (e, se necessarios ajustados com solu¢gdo de HCI| ou NaOH) para 7,4. A

seguir estao detalhadas nos quadros a composi¢gao dessas solugdes utilizadas.

Quadro 1 - Solucao fisioldgica de Krebs.

Substancia Concentragdo (mMol.L")
NaCl 118
KCI 4,6
MgSO4 57
KH2PO4 1,1
NaHCOs3 25
CaCl2.2H20 2,5
Glicose 11

FONTE: Krebs e Henseleit (1932) com modificagbes de Rameshrad et al. (2016).

A solugéo despolarizante de Krebs com KCI 60 mMol.L" foi preparada a partir
da solucédo de Krebs, ajustando a concentragdo de NaCl pela de KCI para que a

osmolaridade fosse mantida pela solugéo (quadro 2).

Quadro 2 - Solugéo fisioldgica de Krebs modoficada (KCI 60 mMol.L™").

Substancia Concentragdo (mMol.L™)
NaCl 58
KCI 60
MgSO4 57
KH2PO4 1,1

(continua)
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Quadro 2 — Solugio fisioldgica de Krebs modificada (KCI 60 mMol.L™").
(continuagao)

Substancia Concentragdo (mMol.L")
NaHCOs 25
CaCl2.2H20 2,5
Glicose 11

4.2.4 Equipamentos e softwares

As substancias foram pesadas em balanga analitica (Discovery DV214c,
OHAUS. Parsippany, New Jersey — Estados Unidos). O pH foi medido com pHmetro
da empresa Hanna Instruments (Smithfield, Rhode Island — Estados Unidos). O
agregdbmetro AgreGo (AgreGo. Sao Paulo, Sdo Paulo — Brasil), o coaguldmetro usado
foi o HumanClot Junior (InVitro Diagndsticos. Belo Horizonte, Minas Gerais — Brasil) e
a centrifuga refrigerada Hermle (Franklin, Wisconsin — Estados Unidos).

Para o registro das tensdes isométricas nos ensaios em banho de érgaos
isolados (ML0146/10, PanLab. Australia) foram utilizados os transdutores de forca
(MLT0201, PanLab, ADInstruments. Australia) acoplados a um amplificador de ponte
(ML224, ADInstruments. Australia) e esse ligado a um amplificador de sinal (ML224.
ADIntruments. Australia). A temperatura do banho de érgéos foi mantida através do
termostato PanLab (LE 13206, ADInstruments. Australia). Esse sistema ficou ligado a
um computador com o software LabChart versao 8.1 (ADInstruments. Australia).

A agregbmetro ficou acoplado a um computador que possuia o software
AgreGo (AgreGo. Sao Paulo, Sao Paulo — Brasil).

Para a medida do fluxo sanguineo na analise de formagao do trombo (ensaio
de trombose) foi utilizado um fluxdmetro (T106, Transonic System. Ithaca, New York
— Estados Unidos) acoplado a uma sonda ultrassénica X1 do mesmo aparelho e
empresa. O fluxébmetro foi acoplado a um computador com o sistema de aquisi¢cao de
dados LabChart versao 8.1. Durante os experimentos, o filtro de saida do fluxdmetro
foi de 30 Hz.

Para a morfometria dos trombos, foi utilizado um estereomicroscépio da

empresa Nikon (SMZ745. Nikon Company. Tokyo — Jap&o).
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5. METODOS

5.1 METODOS DO DESENVOLVIMENTO DA MICROEMULSAO

5.1.1 Aspectos experimentais

A primeira parte desse processo de desenvolvimento consistiu na determinagéo
do melhor agente emulsificante da formula para a formagdo da microemulsado de
galato de octila do tipo O/A, doravante abreviada como MEGO. Além da determinacao
desse componente da formula nessa fase de pré-formulagdo, o ponto central do
planejamento Box-Behken também é determinado para que essa fase siga.

O referido planejamento seguiu apds essa primeira fase com o intuito de
determinar a concentragdo otima da fase oleosa e de emulsificante para uma
determinada concentragao de galato de octila para que a microemulsao seja formada.

Apos determinar a concentragao ideal de todos os componentes, com a MEGO

foram realizados testes de estabilidade de formulagédo, conforme preconiza a ANVISA.

5.1.2 Pré-formulagao: determinagcao dos componentes da formula

Uma emulsao consiste na formagao de um preparo com dois liquidos imisciveis
com um surfactante. No desenvolvimento da MEGO, pensando na administragao dela
pela via intravenosa e oral para estudos em animais, foi apensado o uso de
componentes menos toxicos e irritantes. Dessa forma, a fase aquosa foi agua de
osmose deionizada; a fase oleosa foi o MCT (triglicerideos de cadeia média), que
possui baixa toxicidade quanto aplicado de forma parenteral e confere uma excelente
estabilidade as goticulas de sistemas microemulsionados (Lawrence; Rees, 2012;
Warisnoicharoen et al., 2000); Como surfactantes testados foram escolhidos o
Cremophor EL® e o Lipoid S100®. Esses emulsificantes n&o-ibnicos sdo um dos
menos toxicos que existem por interagirem menos com os lipideos das membranas
celulares, causar menos irritagées e alergias, proporcionar uma maior estabilidade
quimica ao sistema e promover uma maior absorgao por aumentar a permeabilidade
pelas mucosas e pele (Alves et al., 2020).

Essa fase do desenvolvimento da MEGO foi importante para deduzir qual seria

o surfactante ideal, dentre os dois, para incorporar o galato de octila no sistema de
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microemulsdo. Além disso, a fase de pré-formulacao foi necessaria para determinar
um ponto central no planejamento Box-Behken para otimizar a microemuls&o e chegar
em concentragdes ideais dos componentes da formula.

Assim, doze féormulas iniciais foram produzidas por sonicagao e caracterizadas
(tamanho das goticulas e potencial Zeta). A concentragdo de galato de octila ficou fixa
para todas as doze férmulas (20 mg.mL™"), os emulsificantes foram testados em
concentragdes de 3 a 6% e o MCT variou a concentragdo de 4 a 8% (tabela 1). A
férmula que apresentou um menor tamanho de goticula foi escolhida como ponto

central para o refinamento da formulagéo.

Tabela 1 - Composicao das microemulsdes da etapa de pré-formulagao.
Cremophor EL MCT Lipoid S100 Galato de octila

(%) (%) (%) (mg/mL)
Férmula 1 3 4 0 20
Férmula 2 6 4 0 20
Férmula 3 3 8 0 20
Férmula 4 6 8 0 20
Férmula 5 0 4 3 20
Férmula 6 0 4 6 20
Férmula 7 0 8 3 20
Férmula 8 0 8 6 20
Férmula 9 3 4 3 20
Férmula 10 6 4 3 20
Férmula 11 3 4 6 20
Férmula 12 6 4 6 20

FONTE: Autor (2024).

5.1.3 Preparacao da microemulsao por sonicagao

O método adotado para a formacado do sistema de microemulsado foi o de
formacdo das goticulas por ultrassom. Para isso, todos os componentes foram
pesados em balanga analitica e em tubos de vidro. Antes de serem levados ao

sonicador ultrassénico, o conteudo dos tubos foi previamente homogeneizado em
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vortex por aproximadamente 5 minutos. Apds isso, os tubos foram levados para o
sonicador dotado de ponteira micro. Para a formagao das emulsées, todos os tubos
foram submetidos a uma sonicagao constante, por 3 minutos e a 70% de poténcia do
aparelho. Tal método fornece energia suficiente para que as goticulas na escala dos
nanémetros sejam formadas (Delmas et al., 2011). Apds isso, as amostras foram
deixadas em repouso por aproximadamente 15 minutos para que a temperatura se

igualasse com a do ambiente.

5.1.4 Medida do tamanho das goticulas e do potencial Zeta

O tamanho (nm) hidrodindmico das goticulas e a sua distribuicdo da
microemulsao foi determinado utilizando o método de dispersao dindmica da luz em
cubetas de poliestireno retangulares a 25°C utilizando o DLS Malvern. O indice de
polidispersao (Pdl) é calculado a partir da largura da curva de distribuicdo do tamanho
das goticulas. Assim, quando menor esse indice, mais uniforme as goticulas estdo no
sistema. Para essa medida, a MEGO foi diluida na propor¢gdo de 1:100 de agua
deionizada filtrada e sonicada e imediatamente analisada.

A medida do potencial Zeta ocorreu por mobilidade eletroforética medida por
eletroforese de laser Doppler utilizando para tal o DLS Mavern com as cubetas
adequadas para essa metodologia. Essa determinagao dar-nos o grau de repulséo ou
atracao eletroestatica entre as goticulas e reflete a carga elétrica dos componentes
utilizados na formulagdo. Para a realizagdo desse ensaio, a MEGO foi diluida na
proporg¢éo 1:100 em solugdo de NaCl a 1 mMol.L-' e imediatamente realizada a leitura
no equipamento a uma temperatura de 25°C. Todas essas medicdes foram realizadas

em triplicata.

5.1.5 Medida do pH

As medidas do pH das formulagdes ocorreram em temperatura ambiente (25 +
3 °C) pela imersao direta da sonda do pHmetro. Antes disso, a MEGO foi deixada em
repouso até atingir a temperatura ambiente para as analises de pH. Todas as medidas

foram feitas em triplicata.
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5.1.6 Planejamento Box-Behken para otimizagao da formulagao

O planejamento experimental foi realizado com o intuito de minorar os erros no
processo de encontrar, de forma empirica, uma proporgao ideal entre os componentes
da férmula pela tentativa-erro (Box; Behnken, 1960). Nesse planejamento fatorial, o
nivel central (zero, 0) foi definido como as concentragdes da férmula que levou ao
menor tamanho das goticulas obtida na fase de pré-formulagdo com mais dois niveis,
totalizando trés niveis para a matriz de planejamento (-1, 0, +1) (tabela 2). As variaveis
independentes de entrada foram: concentragdo de Cremophor EL, MCT e galato de

octila, todos em mg.mL"".

Tabela 2 - Variaveis independentes de entrada e seus niveis.

Variaveis
Niveis
independentes
(mg/mL) -1 0 +1
Cremophor EL 20 60 100
MCT 20 85 150
Galato de octila 6 23 40

FONTE: Autor (2024).

As variaveis dependentes de saida observadas para cada férmula da matriz de
planejamento foram o tamanho das goticulas. Assim, foram realizadas 15 formulagdes
de forma aleatéria, combinando os niveis das variaveis independentes, sendo 3
formulagdes do ponto central dos niveis e 12 combinagdes aleatérias dos niveis
(tabela 3).

Todas as férmulas do planejamento foram produzidas por sonicagéo (conforme
descrito anteriormente) e o tamanho das goticulas foram analisados em até 6 horas.

A partir dos dados do planejamento, graficos de superficie e de Pareto foram
confeccionados para avaliar a influéncia de cada componente da formula sobre o
tamanho das particulas. Além disso, para obter as concentracbes ideais de
surfactante e da fase oleosa para que a emulsdo apresentasse goticulas na escala

desejada para ser considerada uma microemulsdo, uma equagao polinomial foi obtida.



Tabela 3 - Matriz do planejamento fatorial Box-Behken.
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Variaveis independentes
Formula Cremophor EL| MCT | Galato de octila
FA1 1 ) 0
FA2 0 0 0
FA3 1 1 5
FA4 0 1 1
FA5 0 1 1
FA6 0 1 7
FA7 0 0 0
FA8 1 0 7
FA9 1 0 7
FA10 1 0 ]
FA11 1 1 0
FA12 0 1 7
FA13 1 ® 5
FA14 0 0 0
FA15 1 0 ]

FONTE: Autor (2024).

5.1.7 Teste de estabilidade

Para o teste de estabilidade, foi seguido o Guia de Estabilidade de Cosméticos
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004) e a resolugao 318/2019
da ANVISA. 10 mL de MEGO foram preparadas e aliquotadas em trés recipientes de

vidro de borossilicato com vedagao de pressao e vedados com Parafilm® para evitar

o contato da MEGO com o ar externo do recipiente e a evaporagéo. Um recipiente foi

condicionado em estufa com temperatura controlada em 37 + 1°C, outro ficou

armazenado em um ambiente protegido da luz em temperatura ambiente 25 + 3°C e
outro em freezer a 4 £ 1°C (ANVISA, 2004; Gonzalez-Gonzalez et al., 2022).

Os seguintes parametros foram analisados: Coloragdo, pH, tamanho das

goticulas e potencial Zeta. Esses parametros foram analisados 24 apds a formulagao
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da MEGO. Além disso, as analises foram feitas nos dias: 3, 7, 15, 30, 60, 90, 120, 150

e 180 apds o dia zero (o0 qual foi feita a MEGO para os testes de estabilidade).

5.1.8 Anadlise estatistica dos ensaios farmacotécnicos

As analises foram feitas em triplicatas e os dados foram plotados em planilha
no Excel e calculada a média aritmética e o erro padrao (sendo expressos esses
dados nas representacgdes graficas e tabelas). Os graficos de superficie e o de Pareto
e o polinémio foram feitos utilizando o programa Statistica 12. O grau de significancia
dos resultados foi medido por Analise de Variancia Ordinaria (ANOVA) e quando o

valor de p foi menor que 0,05, considerou-se um resultado significativo.
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5.2 METODOS DAS TECNICAS FARMACOLOGICAS

5.2.1 Tipo de estudo

Esse trabalho tratou-se de um estudo nao-clinico, com técnicas in vitro e in vivo
que foram realizadas no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular (IPeFarM,

UFPB, campus |, Jodo Pessoa)

5.2.2 Aspectos éticos

Para a realizagao do presente trabalho, o projeto foi submetido a Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba, seguindo
as recomendacgdes dessa comissédo e obedecendo aos preceitos da lei 11.794/2008
e da resolugdo n° 879/2008. Entdo, todos os protocolos experimentais foram
aprovados pela CEUA (anexo |) sob n°: 4129280422 (ID 001638).

5.2.3 Animais da experimentagado

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), machos, com
idade de 12 semanas, pesando entre 250 e 350 gramas, sendo o0s animais
provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual da Paraiba. Esses
foram mantidos na Unidade de Producdo Animal do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos da UFPB sob condi¢des controladas de temperatura (22
+ 1 °C), com ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua filtrada e a dieta
apropriada feita com racdo (Nuvilab®). Os animais foram acomodados em gaiolas
plasticas micro-isoladoras de dimens&o 49x34x16 (CxLxA, em cm), cada uma com no
maximo 4 ratos, a depender do tamanho dos mesmos.

Para os experimentos in vivo, os animais foram anestesiados com cetamina,
um anestésico dissociativo, (75 mg.kg', i.p) e xilazina, agonista dos
adrenorreceptores alfa-2 (10 mg.kg™, i.p..) aplicados pela via intraperitoneal

Ao final do experimento in vivo e nos protocolos in vitro, os animais foram
eutanasiados com trés vezes a dose para anestesia. Nos casos em que a morte nao
ocorria, fora realizado o exsanguinamento dos animais, método aprovado pelo
CONCEA.
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5.2.4 Experimentos in vitro

5.2.4.1 Coleta e processamento do sangue

Para a coleta do sangue, os animais foram anestesiados e colocados em
decubito dorsal para que a veia cava inferior pudesse ser localizada e dissecada.
Assim, o sangue foi coletado em seringas de 10 mL com agulhas de 22G. Uma parte
do sangue foi condicionado em tubos de coleta a vacuo com citrato de sédio a 3,2%
e a outra parte do sangue foi colocada em tubos plasticos cbnicos de 15 mL e
gentilmente misturados com solugéo de citrato de sédio 4% na proporao de 9 partes
de sangue para uma parte de citrato 4% (Gibbins; Mahaut-Smith, 2008).

Para obter o plasma rico em plaquetas (PRP) foi adotada a metodologia
descrita por Gibbins e Mahaut-Smith (2008) e Pennings et al. (2021) com
modificacdes. Assim, o sangue com citrato 4% foi centrifugado a 2.300 XG, em 25°C,
por um tempo de 12 segundos para cada mL de sangue no tubo de 15 mL. Apds isso,
o sobrenadante — PRP — foi coletado e condicionado em tubos plasticode 2 mL a 37°C
e a quantidade de plaquetas foi ajustada contando-as em um citbmetro de fluxo e
ajustando a quantidade com o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) para uma
concentragdo de final de 3x10° plaquetas por mL. O PRP foi usado em até 2 horas
ap6s o preparo e durante esse periodo foi mantido a 37°C em banho-maria.

O PPP foi obtido a partir da centrifugagéo dos tubos de sangue com citrato a
1.500 XG por 15 minutos a uma temperatura de 25°C. Apds isso, o sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e condicionado em tubos de 2 mL para performar os ensaios
de agregometria e coagulometria. O PPP foi usado em até 2 horas e durante esse
tempo foram mantidos a temperatura ambiente (25°C).

Para obter a suspenséao de eritrocitos, 1 mL do sangue coletado foi diluido em
2 mL de solugao salina (0,9% de NaCl) e centrifugada a 1.000 XG por 5 minutos. Apos
isso, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em solugao salina
para um novo ciclo de centrifugagdo. Apds o terceiro ciclo, as hemacias lavadas
precipitadas foram ressuspensas em 5 mL de solug¢ao salina para serem utilizadas no

ensaio de hemolise.
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5.2.4.2 Avaliagao da atividade hemolitica da MEGO sobre hemacias de ratos

A atividade da MEGO sobre os eritrocitos lavados de ratos foi realizada
conforme descrito por Tabassum et al. (2022) com modificagdes. As hemacias lavadas
de ratos foram aliquotadas em tubos plasticos e incubadas por 1 hora a 37°C com
diferentes concentragées da MEGO ou seu veiculo ou com Triton-X (como controle
positivo). Foi utilizado um controle negativo consistiu apenas das hemacias em
suspensdo em solucido salina. Decorrido esse tempo, 100 yL de cada tubo foi
transferido para uma placa de 96 pogos de fundo chato e foi realizada a leitura no
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 540 nm para quantificar a
hemoglobina do meio através da absorbancia (ABS), assim, quanto maior a ABS,
maior foi o grau de hemodlise. Os dados foram normalizados seguindo a formula

(equacéo 1):

Equacgao 1 - Determinagao da porcentagem de hemolise.

%Hemolise = [(ABSa - ABSg) x 100)/ABST Eq (1)

Onde:
ABSAa corresponde a ABS da amostra;
ABSs corresponde a ABS do controle negativo;

ABST corresponde a ABS encontrada para a maior concentragao de Triton-X usado
5.2.4.3 Ensaio para avaliar a atividade antiagregante em plaquetas de ratos

Para esse experimento, primeiramente o agregdmetro foi calibrado com o PPP
(sendo a transmissdo luminosa desse correspondente a 100% de agregagao
plaquetaria e a transmisséo luminosa do PRP a 0%). O PRP foi aliquotado nas cubetas
de quartzo do gregdbmetro (300 uL/cubeta) a 37°C e sob constante agitacao (Irfan et
al., 2019; Kim et al., 2017). Para testar a agdo antiagregante da MEGO, o PRP nas
cubetas foi encubado com a MEGO em diversas concentragcées de modo que o efeito
maximo (Emax) e a poténcia (concentragao que gera 50% do Emax, CEso) pudessem

ser calculados.
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Apods 30 minutos de incubagdo, a agregacao foi estimulada com o ADP 17
umol.L-! (agonista dos receptores P2Y presentes nas plaquetas). A percentagem de

agregacao foi analisada por 10 minutos.

5.2.4.4 Ensaio para avaliar a agao anticoagulante em plasma de ratos

Para avaliar a atividade anticoagulante da MEGO foi adotada a medida dos
efeitos dela sobre o TP e TTPa no PPP preparado dos sangues de ratos usando kits
comerciais (Ogbuagu et al., 2022; Yang et al., 2022). Antes do ensaio, um pool de
plasma do tipo PPP de diferentes ratos foi preparado e usado para calibrar o
coagulébmetro com o kit utilizado e para a espécie animal. O mesmo lote do kit foi
utilizado em todos os experimentos desse trabalho.

A MEGO foi adicionada ao PPP aliquotado nas cubetas (50 yL para os ensaios
de TP e 100 pL para os ensaios de TTPa) proprias do coaguldmetro por um tempo de
10 minutos a 37°C. Apds o tempo de incubagao, o reagente do TP foi imediatamente
adicionado e o tempo de coagulagéo foi medido pelo equipamento. Ja para o TTPa,
apos o periodo de 10 minutos a encefalina do reagente comercial foi adicionada as
cubetas e aguardado mais 1 minuto e 30 segundos. Decorrido esse tempo, a segunda
solugdo do Kit (CaClz) foi adicionada e o tempo de coagulagdo foi medido pelo
equipamento.

Nesse ensaio, pdde ser avaliado se a MEGO interagia com os fatores da via

extrinseca (TP) e/ou intrinseca (TTPa) da coagulagdo sanguinea.

5.2.4.5 Investigacao do efeito vasorrelaxante da MEGO em aorta isolada de rato

5.2.4.5.1 Preparo dos anéis de aorta toracica de ratos

Apds a eutanasia dos animais, a caixa toracica deles foi aberta e a aorta
cuidadosamente removida com o auxilio de pingas e tesouras cirurgicas. Depois, a
aorta foi colocada em uma placa de Petri com solugcdo de Krebs e o excesso de
sangue foi removido por meio da troca da solugdo até a completa clarificacdo da
mesma. Todo o tecido conectivo da artéria foi removido e dela foram feitos anéis de 3
mm de comprimento. Para o registro das respostas arteriais, os anéis foram montados

verticalmente em um sistema de banho de 6rgao (Figura 9) isolados com cubas de 10
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mL, ligados ao transdutor de forga por meio de fio de algodao e mantidos em solugao
de Krebs a 37,4°C aerada com mistura carbogénica para que o pH fosse constante.
A tenséo basal passiva adotada foi a de 2 gramas e para que essa se estabilizasse, a
cada 15 minutos a solugcdo de Krebs foi trocada para que os metabdlitos ndo se
acumulassem (Altura; Altura, 1970; Rameshrad et al., 2016).

Apos a estabilizacao, os protocolos experimentais foram iniciados.

Figura 9 - llustracdo do sistema de 6rgaos isolados para a montagem dos anéis de aorta.

Tensado basal de 2 g

5% CO2
95% 02

Solucgao de Krebs
37.4°C

FONTE: Autor, 2024.

5.2.4.5.2 Protocolo experimental para analisar a viabilidade dos anéis arteriais

Apos a estabilizagcdo dos anéis da aorta de rato, a solugdo de nutritiva foi
trocada por uma despolarizante (com KCI 60 mMol.L") para que verificar a viabilidade
arterial (figura 10). Apenas os anéis que contrairam dentro de uma amplitude de 1 a
1,5 gramas foram usados (Kirschstein et al., 2009; Rameshrad et al., 2016). 10
minutos apds essa primeira estimulacao, o Krebs despolarizante foi removido e os
anéis arteriais foram lavados com a solugdo de Krebs até a tensdo basal ser

reestabelecida.
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Figura 10 - Protocolo de estabilizacao e verificagdo da presenca de endotélio funcional em
anéis de aorta de rato.

Wash ACh 10 mol.L"
l E-< 10°/o"
% E+>70%
Tensao basal 15 - 20 min '-'
2
g H '0. . -IP
Equilibrio t T
60 — 75 min Krebs modificado
KCI 60 mMol.L1 PE 10 mol.L"

FONTE: Autor (2024).

15 a 20 minutos apods isso, para verificar a viabilidade do endotélio vascular,
uma contragao foi gerada com FEN (agonista dos receptores a1 adrenérgicos da
musculatura lisa vascular) com uma concentragdo de 10® mol.L-". No componente
tonico dessa contragdo foi adicionada a cuba 10° mol.L.-1 de ACh, agonista dos
receptores muscarinicos (M3 )presentes no endotélio vascular (Furchgott; Zawadzki,

1980). Apds isso, o relaxamento dos anéis foi observado e medidos por meio da
seguinte férmula matematica (equagéao 2):

Equacao 2 - Determinagao da porcentagem de endotélio nos anéis arteriais

a ~
% de endotélio= | | =121 |x 100 - 100 Eq. (2)
EST - FEN
~ 4

Na qual:
EST: tensdo basal antes da adicdo da FEN;
ACh: Menor tensao alcangada ap6s a adigao da ACh;

FEN: Maior tensao alcangada apods a adigao de FEN.

Os anéis que apresentaram mais de 70% de endotélio funcional foram
considerados com endotélio e os que tinham valores igual ou menor que 10% foram

considerados sem endotélio funcional. O endotélio foi removido por atrito com haste
de aco inoxidavel.
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5.2.4.5.3 Avaliagdo da atividade da MEGO sobre o ténus basal da aorta

Nos anéis de aorta isolados de rato com e sem o endotélio funcional e mantidos
sobre a tensdo basal, apdés a estabilizacdo, foram adicionadas concentragcdes
crescentes e cumulativas da MEGO (107 - 3x10* mol.L-") para as curvas
concentracao-respostas serem construidas (figura 11). Ao final do protocolo, os anéis
foram lavados por no minimo trés vezes com solugédo de Krebs e, apés 30 minutos,
foi realizada a troca da solugao nutritiva pela de Krebs despolarizante com o intuito de

observar a reversibilidade do efeito da MEGO.

Figura 11 - Protocolo experimental para investigar o efeito da MEGO sobre o tdnus basal de
anéis de aorta de rato isolada.

E-
0
- ?
ﬁ ﬁ
< > 1
Wash

MEGO, [Galato de octila]
107 - 3 x 10 mol.L""

Krebs modificado
KCI 60 mMol.L1

FONTE: Autor, 2024.

5.2.4.5.4 Avaliagdo da atividade da MEGO sobre a aorta com ou sem o endotélio

funcional contraidas com fenilefrina

Apods a fase de estabilizacio, os anéis com e sem o endotélio foram contraidos
com FEN (10® mol.L-") e na fase tnica da contragédo (aproximadamente 30 minutos
apos a adicdo de FEN) concentragbes crescentes e cumulativas da MEGO (107 —
3x10** mol.L") ou do veiculo foram adicionadas as cubas (figura 12) para que a curva
concentracao-resposta fosse construida. Ao final do experimento, os anéis foram
lavados de forma abundante com solucdo de Krebs e apés 30 minutos uma nova
contragao foi feita com solugédo de Krebs despolarizante para avaliar a reversibilidade

do experimento. Com esse ensaio, pdde-se avaliar a participagdo do endotélio do
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endotélio no efeito vasorrelaxante do galato de octila na MEGO e descartar qualquer

efeito do veiculo sobre a reatividade vascular.

Figura 12 - Protocolo experimental para investigar o efeito da MEGO sobre aorta isolada de

rato com ou sem o endotélio e contraidas com FEN.

MEGO, [Galato de octila]
Ou
veiculo
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FONTE: Autor, 2024.

5.2.4.5.5 Avaliagéo da atividade da MEGO sobre a aorta sem o endotélio funcional

contraida com solugéo despolarizante de Krebs

Com o intuito de avaliar o efeito vasorrelaxante da MEGO sobre a contracéo
vascular induzida por agente despolarizante, foi realizada a construgdo de uma curva
concentrag&o-resposta com a MEGO (107 — 3x10 mol.L-') em anéis de aorta sem o
endotélio vascular (figura 13), apdés a estabilizacdo, com a solucdo de Krebs
modificada (despolarizante) com KCI 60 mMol.L-" (Simplicio et al., 2014). Apos atingir
o platdé de contragdo (aproximadamente 30 minutos depois da troca da solugdo de
Krebs normal pela solugdo de Krebs despolarizante) iniciou-se a adigdo da MEGO
para a avalicao do efeito. Apds a curva, os preparos foram lavados com a solugao de
Krebs e pdés 30 minutos uma nova contracdo foi feita com solucdo de Krebs
despolarizante para avaliar a reversibilidade do experimento. A maior concentragao
maior de K* no meio nutritivo leva a despolarizacdo da membrana plasmatica. Esse
fendmeno elétrico desencadeia a abertura de Cav, resultando na entrada de Ca?* no

citosol celular e na contragdo desse musculo (Kirschstein et al., 2009).
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Figura 13 - Protocolo experimental para investigar o efeito da MEGO sobre aorta isolada de
rato sem o endotélio e contraidas com Krebs modificado (KCI 60 mMol.L™").
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FONTE: Autor, 2024.

5.2.4.5.6 Avaliagéo da agéo nitrérgica da MEGO em aorta com o endotélio funcional

Dessa maneira, o intuito desses ensaios foi avaliar a participacdo da via
eNOS/NO/CGs no efeito vasorrelaxante dependente do endotélio da MEGO. Para
isso, apods o periodo de estabilizacao e verificacdo da presenca do endotélio vascular,
os anéis de aorta foram incubados com a L-NAME (100 pMol.L"), um inibidor
competitivo ndo-seletivo das enzimas Sintase de Oxido Nitrico (Rameshrad et al.,
2016); ou com PTIO (100 yMol.L*"), um sequestrador de NO que é permeavel as
membranas celulares (Yoshida et al., 1997); ou com ODQ (10 yMol.L"), um inibidor
seletivo da CGs (Rameshrad et al., 2016).

O tempo de encubagao com cada uma das ferramentas farmacolégicas citadas
foi de 30 minutos. Cada um desses ensaios foi realizado de forma individual, isto é,
cada um em uma cuba com um preparo de aorta isolado no banho de érgéos.

Decorridos os 30 minutos, uma contragdo com FEN (10 mol.L") foi realizada
e apo6s a formagao do platd, no componente ténico da contragao (aproximadamente
30 minutos depois da adicdo da FEN), a curva concentragado-resposta com a MEGO
(107 — 3x10* mol.L") foi realizada (figura 14). Finalizados os protocolos, os anéis
foram lavados de forma abundante com solucdo de Krebs e apds 30 minutos uma
contragao foi feita trocando a solugdo fisiologica normal pela solugdo de Krebs

despolarizante, para avaliar a reversibilidade do efeito observado.
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Figura 14- Protocolo experimental para investigar o efeito da MEGO sobre aorta isolada de
rato com o endotélio e contraidas com FEN na presenca de L-NAME, ou PTIO ou ODQ.
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FONTE: Autor, 2024.

5.2.5 Experimentos in vivo

5.2.5.1 Delineamento experimental e tratamento agudo dos animais com a MEGO

Para avaliar a acdo antitrombdtica da MEGO, foi realizado o ensaio de
trombose induzida por FeCls na artéria carétida comum esquerda de ratos. Para isso,
os animais foram randomicamente separados em cinco grupos: um grupo controle
(CTL), que recebeu apenas o veiculo; um grupo que recebeu a MEGO na dose de 5
mg.Kg'; um grupo que recebeu a MEGO na dose de 10 mg.Kg-'; um grupo que
recebeu a enoxiparina (ENOX) como controle positivo na dose de 5 mg.Kg'; e um
grupo que recebeu 5 mg.Kg-' enoxiparina e 5 mg.Kg"' MEGO de forma concomitante.

A aplicagcao nos animais foi feita pela via intravenosa, aproximadamente 45
minutos antes de iniciar o protocolo de indugcdo da trombose. Para isso, os animais
foram anestesiados com cetamina (35 mg.Kg™', i.p) e xilazina (5 mg.kg™, i.p) com o
intuito de gerar apenas um torpor breve nos animais durante o processo de aplicagéao
das substancias e diminuir o grau de estresse nos mesmos.

Com os animais anestesiados, as caudas dos mesmos foram limpas de forma
cuidadosa com etanol a 70% e, depois, colocadas em um béquer com agua aquecida
a 40°C para que a veia caudal fosse dilatada e a visualizagdo da mesma facilitada.

Localizada a veia caudal, as substancias foram administradas utilizando uma
seringa de 1 mL com uma agulha de 27 G (0,38 x 13 mm) na forma de bolus. Apds

isso, os animais foram colocados em gaiolas com maravalha e a recuperagédo da
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anestesia foi acompanhada (ocorrendo por volta de 15 minutos apds a aplicagéo).
Decorridos 45 minutos depois da aplicacdo das substancias nas veias caudais, com
0s animais recuperados da primeira anestesia, uma nova anestesia foi aplicada com
cetamina e xilazina (conforme a descricdo no tépico 5.2.3) para que o protocolo de

indugéo da trombose fosse iniciado.

5.2.5.2 Avaliagao da agao antitrombética da MEGO

Apoés a aplicagdo das substancias e da anestesia nos animais, esses foram
colocados em decubito dorsal e com uma tesoura cirargica uma incisao foi feita
aproximadamente a 4 mm a esquerda da parte medial dos animais (localizando a
traqueia para o corte), iniciando a dissecagdo dos tecidos subjacentes (glandula
salivar e musculo esquelético) até localizar a artéria carotida comum (figura 15). Todo
o tecido nervoso ao redor da artéria foi cuidadosamente limpo, conservando-os
integros durante o processo, de modo que a artéria fosse totalmente isolada e limpa.

Com a artéria dissecada, uma base de polipropileno de aproximadamente 2
mm? foi colocada (figura 14b) na parte anterior a artéria para que essa fosse isolada
dos tecidos subjacentes (Lin et al., 2022; Radomski et al., 2005).

Na regidao mais distal da artéria a sonda ultrassénica (modelo X1, acoplada ao
fluxbmetro e ao sistema de aquisicdo de dados) foi colocada para medida do fluxo
sanguineo continuamente pelo software LabChart. Ap6s 5 minutos de registro do fluxo
basal, um papel-filtro de 2 mm? embebido com 10 microlitros de solugdo de FeCls a
40% (Surin et al., 2010) foi posto sobre a superficie do vaso e o tempo de oclusao
monitorado: O tempo da retirada do papel filtro até o tempo em que o fluxo sanguineo
registrado fosse igual a zero foi entendido como o tempo de obstru¢do (ou seja, o
tempo que o trombo levou para se formar e ocluir totalmente a artéria) (Zakrzeska et
al., 2015).
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Figura 15 - llustracdo do layout do experimento de indu¢do da trombose em artéria carotida
comum de ratos por cloreto férrico (a) e ilustragao do processo de obstrugao arterial (b).

a)

b)

Papel filtro embebido com
FeCl,

Trombo

Endoteélio

Tunica média
Tunica adventicia

A figura a representa o experimento de medida de fluxo com uma fotografia representativa da
artéria carétida isolada com o papel com cloreto férrico. A figura b representa o processo de
obstrugcdo. Quando o papel com o cloreto férrico € adicionado, o endotélio é lesionado e o
trombo comega a ser formado e a luz arterial diminui e, com ela, o fluxo de sangue.f = sentido

do fluxo sanguineo; S = local de colocagao da sonda ultrassénica.
FONTE: Autor (2024)
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5.2.5.3 Coleta das amostras biolégicas dos animais tratados e avaliagao da acao

antiagregante e anticoagulante do tratamento

Apoés finalizado o experimento de avaliagdo da ac¢do antitrombdtica nos
animais, o grau de anestesia dos mesmos foi verificado e, confirmado, procedeu os
procedimentos experimentais. O sangue dos animais foi coletado e processado para
a obtencdo do PRP e do PPP do mesmo modo descrito no tépico 5.3.2.1, com os
quais foram realizados testes de agregagéo e de coagulagéo, através do TP eTTPa.

Apds o exsanguinamento dos animais e confirmada a eutanasia, todo o
segmento da artéria carétida com o trombo foi retirado, o conteudo sanguineo
intravascular e o tecido perivascular foram cuidadosamente removidos e o segmento
limpo foi colocado em solugdo de formol a 10% para ocorrer a fixacdo da peca e

posteriores analises morfométricas do trombo.

5.2.5.4 Morfometria do trombo formado

As analises morfométricas consistiram no calculo da razao peso da artéria com
o trombo pelo tamanho do segmento arterial (figura 16). Para o calculo da razao
peso/tamanho, os segmentos da artéria carétida com o trombo que estavam em formol
foram colocados em placa de Petri coberta com um papel-filtro para que todo o liquido
presente no vaso fosse transferido para o papel. A artéria seca, foi presa pelas
extremidades em uma placa de parafina para que ficassem o mais retas possivel e
com o auxilio de uma régua milimetrada o tamanho delas (em cm) foi medido. Apds
isso, o peso (em mg) de todo o segmento foi aferido em uma balanga analitica. Por
fim, a raz&o entre o peso do trombo e o tamanho do segmento foi calculada para cada
segmento. Finalizado o processo, os segmentos foram realocados para os frascos
com formol a 10% (Silva-Luis et al., 2022; Xu et al., 2023).

Para calcular a area do trombo, os anéis foram colocados em uma placa de
Petri com formol a 10% e colocadas em um estereomicroscopio para que fotografias
do segmento com o trombo fossem tiradas (figura 15). Todas as imagens foram feitas
no mesmo zoom. Para calcular a area, na mesma ampliagdo uma lamina de vidro
milimetrada foi fotografada para fins de calibragdo do software Imaged. Por fim, por

esse software, a area dos trombos nas artérias foi mensurada.
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Figura 16 - Esquema representativo dos procedimentos para as analises morfométricas da
artéria carétida com o trombo induzido por FeCls.
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FONTE: Autor (2024).

5.2.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média mais ou menos erro padrao da media
(e.p.m.) e analisados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 10.0. Para
avaliar a diferenca entre dois grupos utilizou-se o teste t de Student, ja para trés ou
mais grupos foi utilizada a Analise de Variancia Ordinaria (ANOVA) one-way ou two-
way (analise de duas variaveis independentes) seguida de pos-teste de Tukey. Como
referéncia significativa para a diferenga estatistica entre os grupos adotou-se um p <
0,05 (isto &, para rejeitar a hipétese nula e acatar a alternativa).

O CEso e p Emax foram calculados utilizando regressao néao linear. A area sobre
a curva foi calculada utilizando a regra dos trapezoides.

Para os experimentos de TP, TTPa, hemdlise e agregacéo plaquetaria um ‘n’
foi considerado como a média da triplicata de um experimento realizado a partir da

amostra de um animal.
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6. RESULTADOS

6.1 PRE-FORMULAGAO: COMPONENTES DA FORMULA.

A etapa de pré-formulagdo apontou a férmula 2 (tabela 4) como tento as
goticulas com o tamanho menor que 100 um, encaixando-se no critério de
microemulsdo, além de ter um bom potencial Zeta. Apesar do uso do Lipoid S100
como surfactante conceder um potencial Zeta menor, foi observado o maior tamanho
das goticulas. Dessa maneira, foi adotado o Cremophor EL como o agente surfactante
para o desenvolvimento da microemulsédo com o galato de octila. Além disso, as
concentracbes usadas para obter essa férmula foram adotadas — com leve
modificagdo, para que as faixas de previsibilidade do tamanho das goticulas fossem

maiores — para o planejamento Box-Behken.

Tabela 4 - Resultados da etapa de pré-formulagdo da microemulsdo com o galato de octila.

Kolliphor EL| MCT | Lipoid S100 |Galato de octila

(%) (%) (%) (mg/mL) Tamanho Potencial Zeta
Férmula 1 3 4 0 20 221,3+1,6 -3,58 £ 1,03
Férmula 2 6 4 0 20 23122 -9,35+£4,25
Férmula 3 3 8 0 20 972,2+3,6 -3,5+0,36
Férmula 4 6 8 0 20 1024 +1,4 -13,1 £ 3,58
Férmula 5 0 4 3 20 569,2 + 3,5 -3,56 + 1,2
Férmula 6 0 4 6 20 2213+1,2 | -7,25+3,14
Férmula 7 0 8 3 20 1125,1+4,2 | -10,32 £ 1,29
Férmula 8 0 8 6 20 7253+1,6 | -7,69+2,21
Férmula 9 3 4 3 20 354,1+£8,2 -8,47 £ 3,21
Férmula 10 6 4 3 20 1723+ 3,4 -9,73 £ 1,87
Férmula 11 3 4 6 20 532,4 +6,2 | -11,65+0,98
Férmula 12 6 4 6 20 291,2+3,2 |-16,32+£0,12

FONTE: Autor (2024).
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6.2 PLANEJAMENTO BOX-BEHKEN E DETERMINAGAO DA FORMULAGAO
DE MICROEMULSAO OTIMIZADA.

As formulagdes produzidas no planejamento fatorial estédo ilustradas na figura
17 e os dados obtidos para as analises estatisticas realizadas estdo presentes na
tabela 5.

Figura 17 - Microemulsdes com o galato de octila para o planejamento fatorial Box-Behken.

LIAARAAAL

FA, FA, FA, FA, FA, FA, FA, FA, FA, FA,, FA, FA,, FA,, FA,, FA,

FONTE: Autor, 2022

Tabela 5 - Dados de respostas (tamanho e potencial Zeta) obtidos para a realizagido do
planejamento fatorial.

Variaveis independentes RESPOSTA
Cremophor EL| MCT Galato de Tamanho
octila
FA1 -1 -1 0 291,9 £ 5,71
FA2 0 0 0 353,3 £ 6,54
FA3 -1 1 0 1037,0 £ 170,1
FA4 0 1 1 2370,0 £ 124,8
FAS 0 -1 1 593,0 £ 26,3
FAG6 0 1 -1 137,0£1,2
FA7 0 0 0 389,7+47,5
FA8 -1 0 -1 143,8 +1,2
FA9 1 0 -1 40,0 £ 0,13
FA10 -1 0 1 507,9 £ 125,3
FA11 1 1 0 68,4 £0,7
FA12 0 -1 -1 37,7+0,14
FA13 1 -1 0 189,91+ 0,7
FA14 0 0 0 243,1+5,9
FA15 1 0 1 1058,0 £ 14,5

Os dados de tamanho e potencial zeta estdo expressos como a média de triplicata
experimental £ o desvio padr&o.
FONTE: Autor (2024).



68

Com a variagao dos componentes da formulagéo, foram obtidas microemulsées
com tamanhos de goticulas entre 37 até 2.370 nm de didmetro. As interagbées das
variaveis independentes sobre a variavel dependente (tamanho) foram investigadas a
partir do grafico de Pareto (grafico 1) e de superficie (grafico 2).

O grafico de Pareto mostra a relagdo das variaveis dependentes com as
variaveis independentes. Quando as barras das varidveis de entrada ultrapassam a
reta que limita o grau de confianga (p < 0,05), a variavel de entrada é considerada
significativa para modificar os parametros tamanho das goticulas (grafico 1). Assim,
foi observado que o galato de octila e o MCT contribuem de forma significativamente
em aumentar os tamanhos das goticulas, ao passo que o Cremophor EL contribui em

reduzir o tamanho das goticulas.

Grafico 1 — Analise de Pareto para o tamanho (a) e potencial Zeta (b).

(3)Galato de octila(L) I 16 266
2Lby3L | 110,99009
(2MCT(L) | |9,150589
1Lby2Q | |7,026429
1Qby3L | 6,513755
Galato de octila(Q) | |-6,24796
1Qby2L |5,80246
1Lby2L |-5.6767
MCT(Q) |-5,22511
(1)cremophor EL(L) |-4,96507
1Lby3L 4,283234
cremophor EL(Q) :|3,510296

FONTE: Autor, 2024

p=,05

Os graficos de superficie de resposta estao presentes no grafico 2. A partir da
analise dos graficos para o tamanho das goticulas é visto que o MCT e o galato de

octila sendo usados em concentragdes mais baixas promovem a formacido de
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goticulas menores na microemulsdo, ao passo que o Cremophor EL quando nas

concentragdes proximas do nivel central contribuem para as goticulas menores.

Grafico 2 - Graficos de superficie de resposta com a relagéo as variaveis dependentes.
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A variavel tamanho esta nos graficos a — ¢, com as variaveis independentes de entrada ‘MCT’
e ‘Cremophor EL’ (a), ‘Galato de octila’ e ‘Cremophor EL’ (b) e ‘MCT’ e ‘galato de octila’ (c).
FONTE: Autor, 2024

Assim, com o intuito de chegar em proporgdes ideais dos componentes da
formulagao foi proposto um modelo matematico a partir do tratamento estatistico por
regressao linear multipla sobre os resultados da matriz do planejamento fatorial. O R?
do modelo polinomial de segunda ordem proposto foi de 99,7%, ou seja, 0 modelo
proposto explicaria 99,7% da variabilidade experimental e, também, a predigédo correta
a partir do polinébmio proposto (equagéao 3), na qual: y é o tamanho das particulas (nm);
x1 € o Cremophor EL (variavel independente codificada, -1 até +1); x2 € o MCT
(variavel independente codificada, -1 até +1); x3 € o Galato de octila (variavel

independente codificada, -1 até +1).
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Equacao 3 - Polindmio proposto para a predigdo dos tamanhos das goticulas da
microemulsao.

y =359 + x; — 112x3 + 469x, + 235 + 697x3 + 275x35 — 217x,x, 3
—379x1x3 — 313x{x; + 164x,x3 — 352xfx3 + 419x1x3 Eq. (3)

Para obter a formulacao definitiva, foi definido um valor de y ideal que ficasse
entre valores de 0 e 100 nm, fixou-se um valor de x3 em um valor que correspondesse
a 10 mg.mL™" e variou-se os valores de xs e x2 até o y ficar na faixa proposta.

Assim, obtivemos uma formulagao ideal de microemulsao de galato de octila
(MEGO) com 80 mg.mL-' de Cremophor EL, 20 mg.mL"" de MCT e 10 mg.mL"" de
galato de octila, utilizando quantidade de agua deionizada suficiente para completar 1
mL. A MEGO esta representada na figura 18 e ela apresenta tamanhos das goticulas
por volta de 40 + 6 nm, o potencial zeta de -15 £ 48 mV e com o Pdl igual a 0,198 *
0,008. A MEGO com essas proporgdes foi usada em todos os experimentos biolégicos

e para o teste de estabilidade.

Figura 18 - Microemulsao de Galato de octila otimizada.

FONTE: Autor, 2024.
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6.3 TESTE DE ESTABILIDADE DA MICROEMULSAO DE GALATO DE OCTILA

No teste de estabilidade realizados durante seis meses, foi observado que a
MEGO mantida a 37°C teve menor estabilidade durante esse periodo (grafico 3).
Nessa temperatura, a microemuls&o apresentou variagdo de tamanho das goticulas
e, principalmente, de pH e de coloragao (grafico 4; figura 18). Tais fatores indicam a
desestruturagcado do sistema. A MEGO mantida em temperatura ambiente também
apresentou variabilidade de tamanho das goticulas, do potencial Zeta, do pH e
coloragdo, sendo as duas ultimas em menor grau que a mantida a 37°C. Em
contrapartida, a MEGO mantida sob refrigeracéo (a 4°C), apesar de ter variagao de
tamanho e potencial Zeta nos primeiros dias, a coloragao e o pH nao foram alterados
durante os dias de analise.

Dessa maneira, a manutengcdo da MEGO em refrigeracdo é necessaria para

que a estabilidade quimica e fisica dessa seja mantida.

Grafico 3 - Tamanho e potencial Zeta da MEGO por 180 dias.
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O grafico ilustra as variagdes de tamanho e do potencial Zeta da MEGO durante 180 dias. As
barras (tamanho) expressao a média + o desvio padrao, os pontos nas linhas (potencial Zeta)
representam as médias + o desvio padrao.

FONTE: Autor, 2024.
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Grafico 4 - pH da MEGO por 180 dias.
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O graéfico ilustra as variagdes de pH MEGO durante 180 dias. As barras (pH) expresséo a

média + o desvio padrao.
FONTE: Autor, 2024.

Figura 19 - Representacao da coloragcdo da MEGO durante o teste de estabilidade.

Dial

=

Dia 120

!g

4°C 25°C 37° C

Representagcdo da coloragdo da MEGO, em diferentes condi¢cbes, durante o teste de
estabilidade no dia 1 e no dia 120
FONTE: Autor, 2024.
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6.4 AVALIAGAO DA AGAO HEMOLITICA DA MEGO SOBRE ERITROCITOS DE
RATOS

A MEGO nao demonstrou agdo hemolitica relevante em eritrocitos de ratos.
Todavia, o veiculo apresentou discreta agdo hemolitica Emax = 2,6 £ 0,9%) quando
comparada a MEGO (Emax = 0,3 £ 0,2%) (Grafico 5). Também, foi observada a agao

hemolitica do TritonX (controle positivo).

Grafico 5 - Efeito da MEGO sobre hemacias lavadas de ratos.

100

80
@ o MEGO
o 60 Emax =0,320,2%
= g Veiculo
:f:’ 40 E,_né,X =26+0,9%%*
52 N TritonX

Enax = 100,0 £ 0,1% *
20

001 04 1 10 100 1000
[MEGO ou Triton X, pMol.L™]

Os simbolos da MEGO (@), ou Veiculo (l) ou TritonX (#) representam a média + e.p.m. Os
dados estdo normalizados pelo Ensx gerado pelo TritonX. n = 3. *p < 0,05 versus MEGO.
ANOVA one-way seguido de pos-teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024)
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6.5 EFEITO DA MEGO SOBRE A AGREGAGAO PLAQUETARIA EM PLAQUETAS
DE RATOS

A MEGO foi capaz de inibir a agregacéao plaquetaria de plaquetas isoladas
de ratos induzida pelo ADP (17 uMol.L"), um ativador plaquetario agonista dos
receptores P2Y, de forma dependente da concentragédo, conforme analisado na curva
concentragao-resposta (grafico 6) feita, sendo possivel determinar um Emax = 37,29 +
1,49% e uma CEso = 0,68 + 0,04 uMol.L".

Grafico 6 - Curva concentragdo-resposta construida para determinar os parametros
farmacoldgicos sobre o efeito antiagregante da MEGO.
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As barras verticais no grafico (a) e os simbolos (e) no grafico (b) representam a média e o
e.p.m, respectivamente. n =7 — 8. *p < 0,05 vs ADP 17 yMol.L"; #p < 0,05 vs MEGO 0,1
uMol.L™"; &p < 0,05 vs MEGO 1 uMol.L™'. ANOVA one-way seguido de pos-teste de Tukey.
FONTE: Autor, 2024.
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6.6 ACAO DA MEGO SOBRE O TP E TTPA EM PLASMA DE RATOS

A MEGO em contato com o PPP de ratos e em diferentes concentracdes nao

foi capaz de alterar o tempo (em segundos) do TP (a) ou TTPa (b), conforme
observado nos graficos 7-a e 7-b.

Grafico 7 - Efeito da MEGO sobre o tempo de TP (a) e TTPa (b).
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As barras verticais no grafico (a e b) representam a média e o e.p.m. n =9 — 12. ANOVA one-
way seguido de pés-teste de Tukey.
FONTE: Autor, 2024.

6.7 RESULTADO DA AGAO DA MEGO SOBRE O TONUS BASAL DE ANEIS DE
AORTA DE RATO COM OU SEM O ENDOTELIO FUNCIONAL

Em anéis de aorta de rato isolados, na auséncia e na presenca de endotélio
vascular funcional e sob o tdnus basal do experimento (2 g) a MEGO nao exerceu

qualquer efeito relaxante ou contraturante (grafico 8).
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Grafico 8 - Efeito da MEGO sobre o tonus basal de aorta com ou sem o endotélio funcional.
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O simbolos (e e ) representam a média e o e.p.m. E+ (anéis com endotélio funcional, n = 2);
E- (anéis sem o endotélio funcional, n = 3). ns: sem efeito.
FONTE: Autor (2024).

6.8 EFEITO DA MEGO SOBRE AS CONTRAGOES INDUZIDAS POR FEN EM
ANEIS DE AORTA DE RATO COM OU SEM O ENDOTELIO FUNCIONAL

Em anéis de aorta isolada de ratos e contraidas com FEN a MEGO apresentou
efeito vasorrelaxante de maneira concentracdo-dependente (figura 21 e grafico 9),
sendo produzido um Emax = 98,84 + 1,4% nos anéis sem o endotélio, com um CEso =
20,99 + 1,13 yMol.L". Ja o relaxamento proporcionado pela MEGO nos anéis com o
endotélio apresentou Emax = 100,1 = 3,6%, ndo sendo estatisticamente diferente do
Emax dos anéis sem o endotélio, ao passo que a CEso = 0,99 + 0,08 uMol.L™", sendo
esse maior do que o observados nos anéis sem o endotélio. Dessa maneira, a MEGO
apresenta efeito vasorrelaxante em aorta de rato tanto na presenga quanto na
auséncia do endotélio funcional, mas o efeito gerado na presenga do endotélio é

significantemente mais potente, em vista da menor CEso, € do deslocamento da curva
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concentragao-resposta para a esquerda (grafico 9). Além disso, nao foi observado
qualquer efeito do veiculo sobre os anéis de aorta contraidos com FEN (figura 20 e

grafico 9).

Figura 20 - Registros originais representativos dos efeitos do veiculo sobre as contracées
induzidas por FEN em anéis de aorta sem (a) ou com (b) o endotélio funcional.
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b) FEN 20 min
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FEN : ;
1 uMol.L* Veiculo (equivalente as concentragoes de MEGO em pMol.L)
0113 10
ACh 1 pMol.L" YvVYVY vy 3'0 100 300
Krebs KClI |
60 mMol.L"
|
Lavagem Lavagem

FONTE: Autor (2024).
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Figura 21 - Registros originais representativos dos efeitos da MEGO sobre as contragbes
induzidas por FEN em anéis de aorta sem (a) ou com (b) o endotélio funcional.
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FONTE: Autor (2024).
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Grafico 9 - Efeito da MEGO e do veiculo sobre os anéis de aorta com ou sem o endotélio
funcional.
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Os anéis foram contraidos com FEN 1 ymol L™ na auséncia (#, curva feitas com a MEGO e
©, curva com o veiculo) e na presenga (‘® ,curva feitas com a MEGO e @, curva com o
veiculo) de endotélio funcional. n = 6 — 7. Os simbolos representam a média + e.p.m. *p <
0,05 versus E- FEN. 1 ymol L. Teste t-Student.

FONTE: Autor (2024)

6.9 EFEITO DA MEGO SOBRE AS CONTRAGOES INDUZIDAS POR SOLUGAO
DESPOLARIZANTE DE KREBS (KCI 60 mMol.L-') EM ANEIS DE AORTA DE RATO
SEM O ENDOTELIO FUNCIONAL

Em preparos de anéis de aorta sem o endotélio funcional contraidos por
solugdo de Krebs despolarizante com 60 mMol.L-' de K*, a MEGO demonstrou efeito
vasorrelaxante (figura 22 e grafico 10) de forma concentragdo-dependente (Emax =
99,72 + 1,45% e a CEso = 19,65 *+ 0,86 yMol.L™"). Também, foi observado que a
resposta da MEGO nas contracdes induzidas pela solugdo de Krebs despolarizante
foi semelhante a resposta frente a contragdes induzida por FEN (Emax = 98,85 £ 1,25%
e a CEso = 20,99 + 1,13 uMol.L™").
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Figura 22 - Registro original representativo do efeito da MEGO sobre as contragdes induzidas
por Krebs KCI 60 mMol.L"" em anéis de aorta sem o endotélio funcional.
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FONTE: Autor (2024)

Grafico 10 - Efeito da MEGO sobre anéis de aorta sem o endotélio funcional em contragoes
induzidas por FEN ou solugédo nutritiva de Krebs KCI 60 mMol.L™".
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Os anéis foram contraidos com FEN 1 ymol L' (©) ou com solugéo de Krebs despolarizante
(Z¥) na auséncia de endotélio funcional. n =6 — 7. Os simbolos representam a média + e.p.m.

Teste t-Student.
FONTE: Autor (2024)
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6.10 AVALIAGAO DA PARTICIPACGAO DO NO SOBRE A AGAO
VASORRELAXANTE DA MEGO EM ANEIS DE AORTA DE RATO COM O
ENDOTELIO VASCULAR CONTRAIDOS COM FEN E NA PRESENGA DE L-NAME,
PTIO E ODAQ.

Os anéis com o endotélio funcional que foram pré-incubadas com L-NAME, um
inibidor da eNOS, o paréametro Emax ndo foi alterado em relagdo ao controle E+ (grafico
11 e figura 23). Além disso, a pré-incubagcéo com o PTIO, um sequestrador do NO, ou
com o ODQ, um inibidor da sCG, nao alterou o Emax da MEGO em comparagéo ao
grupo E+ (grafico 11 e figura 24).

Todavia, foi observado que a CEso foi alterada na presenca de todas essas
ferramentas. Na presencga do L-NAME, a MEGO apresentou um CEso = 20,88 + 0,97
uMol.L', sendo esse valor significativamente diferente do observado no grupo E+
(CEso = 0,99 = 0,08 pMol.L"). De maneira semelhante, na presenga de PTIO a
poténcia também foi reduzida (CEso = 26,46 + 3,91 uMol.L-") em relagéo ao grupo E+
(grafico 11).

Curiosamente, a curva concentragao-resposta da MEGO em anéis de aorta na
presenca do ODQ teve uma poténcia menor (CEso = 13,12 £ 1,17 uMol.L") em relagdo
a curva feita com a MEGO nos anéis apenas com o endotélio funcional (E+), mas esse
parametro para o ODQ foi significantemente diferente, também, para os encontrados
para o L-NAME e PTIO.



82

Figura 23 - Registro original representativo do efeito da MEGO sobre as contragdes induzidas
por FEN em anéis com o endotélio (a) e na presenga do L-NAME (b).
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FONTE: Autor (2024)
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Figura 24 - Registro original representativo do efeito da MEGO sobre as contragdes induzidas
por FEN em anéis com o endotélio na presenga do PTIO (a) e ODQ (b).
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FONTE: Autor (2024)
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Grafico 11 - Efeito da MEGO sobre anéis de aorta com o endotélio funcional em contragoes
induzidas por FEN na presenca de L-NAME, ou PTIO ou ODAQ.
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Os anéis com endotélio funcional (E+) foram contraidos com FEN 1 ymol L' (® ) ou incubados
com L-NAME (), ou PTIO (), ou ODQ (*¥). n =7 — 10. Os simbolos representam a média
te.p.m. *p < 0,05 versus E+; #p < 0,05 versus L-NAME; &p < 0,05 versus PTIO. ANOVA one-
way seguido de pos-teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024)
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6.11 AGAO ANTITROMBOTICA DA MEGO EM MODELOS DE TROMBOSE
INDUZIDA POR FeCl; EM CAROTIDA DE RATO

No modelo de trombose induzida por FeCls (figura 25 e grafico 12) na artéria
carétida comum de ratos, os animais que receberam previamente a MEGO pela via
intravenosa na dose de 10 mg.Kg™ tiveram o tempo de obstrugéo (t = 1.619 + 40 s)
superior aos animais do grupo controle (706 £ 26 s). Além disso, os animais que
receberam a ENOX obtiveram um tempo de obstrugcéo (1.010 £ 47 s) superior ao
controle, ao passo que a MEGO na dose de 5 mg.Kg"' ndo alterou de forma
significativa o tempo de obstrucao arterial (863 £ 72 s).

Interessantemente, o uso da MEGO em conjunto com a ENOX levou a uma
forte acéo antitrombdtica (3.627 £ 19 s), com o tempo de obstrugcéo de alguns animais
ocorrendo apos 1 hora, ou ainda ndo ocorrendo a obstrucido arterial. Para fins de

analise estatistica estipulou-se a valor de 3600 segundos (correspondendo a 1 hora).

Figura 25 - Representacao do registro original do tempo de obstrucdo da artéria carétida
comum de ratos por trombo induzido por FeCls.
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FONTE: Autor (2024)
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Grafico 12 - Efeito do tratamento com MEGO sobre o trempo de obstru¢ao da carétida comum
de ratos por trombo induzido por FeCls.
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As barras verticais no grafico representam a médiaeoe.p.m.n=3-6. *p <0,05vs CTL; § p <
0,05 vs MEGO 5 mg.Kg™; # p < 0,05 vs ENOX 5 mg.Kg'; & p < 0,05 vs MEGO 10 mg.Kg'. ANOVA
one-way seguido de pos-teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024)

6.12 ANALISE MORFOMETRICA DO TROMBO FORMADO

O calculo de razéo entre o peso do segmento da artéria carétida com o trombo
e seu comprimento (grafico 13-a) apontou que a MEGO na dose de 10 mg.Kg™" gerou
uma diminuig&o dessa razao (5,70 £ 0,25 mg.cm™') em relagéo ao grupo CTL (7,55 +
0,38 mg.cm™) e ao grupo MEGO 5 mg.Kg™' (7,33 + 0,46 mg.cm™). Foi observado,
também, que a associagdo da ENOX 5 mg.Kg' com a MEGO de 5 mg.Kg™' reduziu
essa razao (3,98 + 0,17 mg.cm™") quando comparado com o grupo CTL, ao MEGO 10
mg.Kg' e ao ENOX 5 mg.Kg™' (6,17 £ 0,36 mg.cm™).

Ja na analise da area do trombo por microscopia (grafico 13-b), o tratamento
com MEGO 10 mg.Kg™ reduziu significativamente a area dos trombos (9,39 + 0,70
mm?) quando comparado aos grupos CTL (13,74 + 0,60 mm?) e MEGO 5 mg.Kg™'
(12,61 £ 0,89 mm?). Também, a associagéo entre MEGO e ENOX levou a redugéo da
area (2,83 £ 0,49 mm?) em comparagéao aos grupos CTL, MEGO 10 mg.Kg' e ENOX
5 mg.Kg (9,14+ 0,65 mm?). N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos

MEGO 10 mg.Kg' e ENOX 5 mg.Kg™' para a andlise da area do trombo
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Grafico 13 - Efeito do tratamento da MEGO sobre a razio entre o peso do segmento da artéria
carotida com o trombo e seu comprimento (a) e a area do trombo da cardétida (b).
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As barras verticais nos graficos representam a médiaeoe.pm.n=6-7.*p<0,05vs CTL; § p <
0,05 vs MEGO 5 mg.Kg™"; # p <0,05vs ENOX 5 mg.Kg™"; & p < 0,05 vs MEGO 10 mg.Kg'. ANOVA
one-way seguido de pos-teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024)
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6.13 AGAO SOBRE A AGREGACAO PLAQUETARIA DA MEGO APOS A
ADMINISTRAGAO INTRAVENOSA EM RATOS

A MEGO usada, na dose de 10 mg.Kg"' de forma agudo nos animais levou a
menor taxa de ativagao plaquetaria frente ao ADP (grafico 14), observando a diferenga
entre a agregacgao de t4 e t10 (29,85 + 2,05%) e a % de agregacgéao plaquetaria no pico
da curva (t4 = 58,4 £ 2,07%) em relagdo ao grupo CTL (ts-t10=1,8+£0,8; t4 =69,4 £
1,43%). A diferenca ts-t10 para a dose de MEGO de 5 mg.Kg™ foi de 16,5 + 2,14%,
sendo esse parametro para essa dose significativamente menor que o CTL. Também,
a ENOX 5 mg.Kg"' obteve a ts-tio = 8,8 + 2,06% e apenas esse parametro foi
significantemente menor comparado ao CTL. Ja a associagdo de MEGO 5 mg.Kg™"
com ENOX 5 mg.Kg™" nado levou a redugdo da % de agregagdo maxima gerada em
relacdo ao controle, ao passo que o duplo tratamento reduziu a diferenga ts-t1o (t4-t10
= 25,6 + 1,7) tanto em comparagao ao CTL, quanto em relagdo a dose a MEGO 5
mg.Kg' e a ENOX 5 mg.Kg.
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Grafico 14 - Acao antiagregante plaquetaria em animais tratados com a MEGO e ENOX no
pico de agregacgao e no final da analise (a) e a diferenga entre essas porcentagens (b).
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O grafico (a) representa o ponto maximo de agregagéo (4 min) e a agregacéo final (10 min).
*p < 0,05 vs barra correspondente do CTL; § p < 0,05 vs barra correspondente do MEGO 5
mg.Kg-1; # p < 0,05 vs barra correspondente do ENOX 5 mg.Kg-1; & p < 0,05 vs barra
correspondente da MEGO 10 mg.Kg-1. ANOVA two-way seguido de pos-teste de Tukey. (b)
representa a diferenga entre esses percentuais. As barras representam as médias £ e.p.m. n
=6-7.*p<0,05vs CTL; § p<0,05vs MEGO 5 mg.Kg™; # p < 0,05 vs ENOX 5 mg.Kg™; & p
< 0,05 vs MEGO 10 mg.Kg™'. ANOVA one-way seguido de pos-teste de Tukey.

FONTE: Autor (2024)
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6.14 AGAO SOBRE TP E TTPa DA MEGO APOS A ADMINISTRAGAO
INTRAVENOSA EM RATOS

O uso da MEGO ou da ENOX, em separado ou em conjunto, ndo levou a
qualquer alteragdo no tempo do TP (grafico 15-a), ao passo que o tratamento com a
ENOX 5 mg.Kg™' levou a um TTPa = 27,65 + 1,1 s, que é significativamente maior do
que o observado no CTL (TTPa =19,20 £ 0,7 s) (grafico 15-b). Ainda, o uso da MEGO
5 mg.Kg' com ENOX 5 mg.Kg™' levou a um aumento do tempo de TTPa (41,72 + 2,3
s) em relagdo ao grupo controle e ao ENOX 5 mg.Kg™".

Grafico 15 - Efeito do tratamento com a MEGO e ENOX em animais sobre o TP (a) e TTPa
(b).
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As barras verticais no grafico representam a médiae oe.p.m.n=5-6. *p <0,05vs CTL; # p <
0,05 vs ENOX 5 mg.Kg'. ANOVA one-way seguido de pos-teste de Tukey.
FONTE: Autor (2024).



DISCUSSAO




92

7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma
microemulsdo com o galato de octila e avaliar seu potencial vasorrelaxante e
antitrombaotico em ratos.

O galato de octila € uma molécula que apresenta baixa solubilidade em agua,
o que dificulta a sua utilizacdo em meio aquoso. Experimentos anteriores no
laboratério de farmacologia cardiovascular da UFPB utilizando o galato de octila
simplesmente emulsionado em agua com dimetilsulféxido ou Cremophor EL em
experimentos de banho de érgéos isolados exemplificou essa dificuldade com a
precipitacdo da molécula apds a adigdo no banho de érgéaos (dados nao publicados).
Contudo, mesmo com esse contratempo, nos experimentos preliminares a atividade
vasorrelaxante do galato de octila em artéria mesentérica superior isolada de rato ja
era demonstrada.

Com isso em mente, para avaliar todo o potencial farmacoldégico dessa
molécula e termos um produto que permitisse que fosse administrado por via oral ou
parenteral, inicialmente buscou-se desenvolver um sistema tecnologico para carrear
o galato de octila.

Assim, fora adotado a microemulsdo para o galato de octila. Esse sistema
propicia uma maior solubilidade para a molécula, aumenta a superficie de contato com
as membranas bioldgicas e permeabilidade por essas membranas e também permite
que a formulagao final possa ser administrada por todas as vias disponiveis (Alves et
al., 2020; Ke et al., 2005; Mitra, 2023).

Primeiramente, para determinar o melhor emulsificante da férmula e os pontos
centrais para o planejamento fatorial foi realizada um pré-formulagéo. Essa fase € uma
importante ferramenta para economia de tempo, recursos e melhoria do custo-
beneficio do processo final. Assim, nessa etapa, a microemulsao que apresentou o
menor tamanho das goticulas com o emulsificante foi a escolhida, sendo, entdo, o
Cremophor EL o agente selecionado e a fase oleosa composta pelo MCT. A partir
disso e da determinag&o do ponto central necessario para o planejamento fatorial do
tipo Box-Behken foi feito.

Também, nessa etapa ja foi notado um potencial zeta negativo para as

goticulas da ME (aproximadamente -9,35 mV) um valor perto da neutralidade e com
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valores negativos. Tal parametro pode auxiliar em um rapido transporte pelas
membranas celulares quando administrado por via oral (Wang et al., 2020).

No planejamento fatorial as variaveis independentes foram definidas como o
Cremophor EL, o MCT e o galato de octila e o tamanho das goticulas obtidas foram
as variaveis dependentes. Assim, os tamanhos das goticulas obtidas nos preparos
para o planejamento fatorial variaram entre 37,7 até 2.370 nm, mas para analisar
detalhadamente como os componentes da formula influenciavam essa variavel fora
feito o grafico de Pareto.

De acordo com ele, tanto o galato de octila quanto o MCT contribuem
significativamente em aumentar os tamanhos das goticulas da ME. Tal relacédo entre
o MCT e o tamanho das goticulas ja foi observada em outros estudos no
desenvolvimento de ME (Roohinejad et al., 2015). Ja o Cremophor EL contribui para
a reducgéo dos tamanhos das goticulas.

Assim, a partir da equacao proposta pela analise dos dados do planejamento
fatorial foram construidos os graficos de superficie nos quais observa-se as relagdes
entre os componentes das férmulas e a analise deles € possivel ver que menores
concentragbes de MCT e de galato de octila e maiores concentragdes de Cremophor
EL sao necessarios para criar goticulas em tamanhos menores que 100 nm.

Com essas correlagdes obteve-se a formula da ME final com concentracdes
ideais para as goticulas fossem formadas em tamanhos menores que 100 nm — a
MEGO. Também, com a polinbmio obtido péde-se fixar uma meta de tamanho para
as goticulas e para a concentragéo de galato de octila na MEGO (10 mg.mL"") e variar
as concentragdes de MCT e Cremophor EL para obter os valores correspondentes
para o menor tamanho possivel para a MEGO.

Essas caracteristicas do produto final apontam para uma estabilidade do
sistema microemulssionado devido ao potencial zeta observado e também mostra
uma formula translucida e que permanece estavel mesmo apoés forte centrifugagao
(5.000 XG por 10 minutos, dados néo publicados).

Contudo, para elucidar a estabilidade a longo o prazo da MEGO foi realizado o
testes de estabilidade preconizados pela ANVISA por um periodo de 180 dias. Nos
primeiro dia do teste de estabilidade foi observada um variagcdo nos parametros:
tamanho das goticulas e potencial zeta , principalmente na MEGO condicionada na
temperatura de 4°C e em temperatura ambiente (25°C). Apesar dessa variagao

ocorrer e ser notada nos resultados graficos, as variagdes de tamanho para a MEGO
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a 4°C é de 20 nm e estabiliza-se, ao passo que o potencial zeta varia em até 10 mV,
mas também se torna estavel com o tempo. Para a MEGO armazenada em 37°C
esses parametros sao constantes. Apesar disso, as caracteristicas visuais
permaneceram estaveis até certo ponto do teste e, principalmente, ndo foi observada
o aumento dos tamanhos das goticulas, o que poderia indicar a coalescéncia da
MEGO.

Diversos outros artigos publicados apontam essas pequenas variagdes de
tamanho e potencial zeta nos primeiros dias do teste de estabilidade para preparos
de ME, sendo relevantes quando essas mudangas sao mais abruptas e perceptiveis
a olho nu (Das et al., 2020; Sahin et al., 2023).

Todavia, a partir do 15° dia do teste de estabilidade, fora observado uma
reducéo do pH da MEGO armazenada a 37°C e no 60° dia a reducao do pH passou
a ser observada também na MEGO armazenada na temperatura ambiente.
Acompanhada dessa variagao, no 120° dia a variagao de coloracéo era perceptivel
entre as MEGOs armazenadas a 25°C e 37°C comparadas com a armazenada a 4°C.

Esse achado aponta para uma degradagdo dos componentes da MEGO
quando armazenados nessas condi¢cdes. Possivelmente a oxidacao e hidrdlise do
galato de octila e a quebra do MCT sao capazes de reduzir o pH por liberarem H* para
o meio da ME. A degradagao de derivados do acido galico ou oxidagado desses ja €
bem relatada (Charlton et al., 2023; Gil-Longo; Gonzalez-Vazquez, 2010; Melo et al.,
2009) e nesses processos ocorre a formagao de radicais livres, quinonas e ions H*
que alteram a coloragdo e o pH do meio, bem como sédo capazes de degradar outros
componentes. Além desse fator, o MCT pode espontaneamente, quando em um meio
aquoso, hidrolisar-se e liberar acidos graxos (Salentinig et al., 2015). Assim, é
preferivel o armazenamento a longo prazo da MEGO sob refrigeragdo para contornar
a degradagdo e mudanga das caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas da
férmula.

Para obter uma ME estavel, ja é sabido que as quantidades de surfactantes
utilizadas elevadas e isso pode associar a administracao ou uso de ME com efeitos
téxicos consideraveis associados aos excipientes, mas nao o principio ativo. O uso de
surfactante nao-iénicos como o Cremophor EL diminuem a necessidade de utilizar co-
surfactante, mas aumenta a possibilidade do uso gerar uma reacéao alérgica, dolorosa
e até mesmo causar hemolise e trombose quando utilizadas pela via intravenosa

(Chavda et al., 2023). Também, na formulagéo final da MEGO, a concentragéo de
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Cremophor EL necessario para estabilizar a ME foi de 8%, mas para dirimir os efeitos
mais graves que poderia a MEGO desencadear quando administrada pela via
intravenosa nos animais, foi realizado o ensaio da atividade hemolitica.

Quando incubada com a MEGO, as hemacias lavadas dos ratos nao
apresentaram hemolise. Contudo, o veiculo sozinho gerou um grau de hemolise no
ultimo volume utilizado igual a 2,6%. Interessantemente, a presenca do galato de
octila foi capaz de inibir essa taxa de hemdlise.

Além disso, vale salientar que o volume de veiculo que gera esse grau de
hemolise corresponde ao volume usado da MEGO para uma concentragao de 1.000
uMol.L-' e nos ensaios in vitro com a MEGO a maior concentragéo utilizada foi de 300
uMol.L-! (experimentos em aorta em banho de 6rgaos isolados).

Os derivados do acido galico e ele proprio sdo apontados como potenciais
agentes antiagregantes plaquetarios e, por conseguinte, antitromboéticos (Chang et al.,
2012; Yun-Choi et al., 1996). Esse efeito do acido galico sobre as plaquetas de ratos
ocorre tanto por antagonizar a agregagao desencadeada pela ADP quanto por outros
agentes pré-agregantes como o TXAz2 e a trombina, sendo relatado que a diminuigao
da atividade da PKC e da mobilizagcao de Ca?* para o citoplasma das plaquetas, o que
reduz o grau de ativagdo das mesmas (Appeldoorn et al., 2005; Chang et al., 2012;
Zhang et al., 2022).

O Ca?* é um ion fundamental para o processo de contragdo vascular (de
Oliveira et al., 2016) e agregacao plaquetaria e os indicios que o acido galico e os
seus derivados poderiam interferir nesses processos por antagonizar o aumento da
concentracao plasmatica desse ion foi uma das premissas para investigar as agdes
do galato de octila. Também, outras evidéncias apontavam a capacidade do acido
galico em diminuir a agao purinérgica de moléculas como o ADP e ATP sobre
plaquetas de ratos (Chang et al., 2012; da Silva Pereira et al., 2018), moléculas que
séo importantes para a agregacgao plaquetaria.

Além disso, ja foi demonstrado que o galato de octila é capaz de antagonizar a
entrada de Ca?* em neur6nios tanto por inibir o Cav quando essas células eram
despolarizadas por uma solugdo despolarizante com altas concentragcbes de K*
(Summanen et al., 2001; Tammela; Vuorela, 2004) como também por antagonizar a
entrada de Ca?*quando ocorria o estimulo por ATP (Guo et al., 2010), sendo parte da

atividade do antagonismo ao ATP atribuida a redugéo da ativagéo da PKC.
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Tendo isso em vista, avaliou-se a acgao antiagregante plaquetaria e
anticoagulante da MEGO sobre o plaqueta e sangue dos ratos, sendo observada a
acao antiagregante plaquetaria, mas nédo a agao anticoagulante por meio dos testes
de TP e TTPa.

Frente a agregacédo estimulada pelo ADP em plaquetas de ratos, a MEGO
reduziu em aproximadamente 37% a agregacao plaquetaria, com uma CEso
observada de 0,68 ymol.L". Chang et al. (2012) aponta que apenas com 1.000 ymol.L-
' 0 &cido galico é capaz em reduzir pela metade a agregacao estimulada pelo ADP.
Assim, o galato de octila no sistema de ME demonstrar ser aproximadamente 1.470
vezes mais potente como antiagregante do que o acido galico, apontando para o
potencial dos derivados alquilicos dessa molécula em serem antiagregantes
plaquetarios.

Apesar dos testes de coagulacdo TP e TTPa nao refletirem toda a
complexidade do processo de coagulacao in vivo, eles sao sensiveis o suficiente para
apontar a alteracdo de um ou mais fatores de coagulacdo e as mudangas que um
tratamento ou substancia poderia ter com esses. No novo modelo de coagulagao
baseado nas superficies celulares o TP reflete os fatores envolvidos na fase de
iniciagcao, ao passo que o TTPa avalia os niveis dos fatores envolvidos na producao
de trombina nas superficies celulares (Ferreira et al., 2010). Dessa maneira, o TP e o0
TTPa séo boas ferramentas adotadas para avaliar se a MEGO exerceria efeito sobre
o processo de coagulagdo. Contudo, ndo observamos quaisquer efeito da MEGO nas
concentragcdes adotadas sobre o TP e TTPa no plasma de ratos com ela —a MEGO —
incubado.

Assim, tinhamos evidéncia para conjecturar que a MEGO usada de forma
aguda poderia exercer agao antitrombdtica. Mas para além da agao antiagregante
plaquetaria, estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa apontavam
que o galato de octila exercia agao relaxante em artéria mesentérica superior isolada
de rato e também de Oliveira et al. (2016) ja apontara que o acido galico exercia agao
vasorrelaxante em aorta de rato tanto por estimular a producao de NO pelo endotélio
vascular quanto por bloquear Cav presentes na musculatura lisa vascular. Todavia,
esses efeitos s6 eram observados em concentragdes acima de 1.000 pmol.L".

Investigar a agao vasorrelaxante e indutora da produgao de NO pela MEGO em
aorta de rato passou a ser um objetivo e que posicionaria essa molécula como um

agente antitrombodtico que exerceria sua agao tanto por impedir a fase inicial da
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hemostasia por ser antiagregante plaquetario quanto também por impedir a
propagacao e ampliagcdo do trombo como um todo por aumentar o aporte de NO
arterial.

O NO é um dos mais potentes vasodilatores e antiagregantes plaquetario.
Tanto no citosol da musculatura lisa vascular quanto plaquetario o NO ativa a CGs o
que leva ao aumento de GMPc citosdlico. O GMPc ativa a PKG e essa fosforila
diversos alvos para gerar seus efeitos citados (Lincoln et al., 2001; Russo et al., 2023).

Apesar de ndo ser disponibilizado para o uso humano qualquer agente
antitrombadtico que tenha como principal forma de agao a producdo de NO, diversos
autores apontam que o aumento de aporte de NO vascular pode ser um objetivo para
reduzir os danos e a quantidade de eventos trombdticos (Eguchi et al., 2009; Liu et
al., 2013; Moore et al., 2010).

Para investigar essa agéo e avaliar o potencial vasorrelaxante da MEGO fora
realizado experimentos em aorta de rato montada em banho de 6rgaos isolado. A
artéria aorta foi adotada por ser nela o NO o fator relaxante derivado do endotélio
majoritario (Garland et al., 1995).

Assim, foi observado que a MEGO promove efeito vasorrelaxante tanto na
presenca quanto na auséncia do endotélio funcional nos anéis de aorta. Todavia, a
presenca do endotélio vascular potencializa esse efeito quando é comparada o CEso
desse grupo com esse parametro do grupo de anéis sem o endotélio. Esses dados
indicam que o galato de octila é dotado de agéo vasorrelaxante tanto por atuar sobre
o endotélio quanto por atuar sobre a musculatura lisa vascular.

O processo de contragdo vascular pode ser induzido tanto de uma forma
farmacomecanica quanto eletromecanica. Apesar das duas estarem interconectadas
(Kirschstein et al., 2009), essa forma de separa-las permite estudar algumas vias de
acao de moléculas e hipotetizar sobre a participacdo do canais do tipo Kv e Cav no
efeito vasorrelaxante de uma substancia, ja que a contragao induzida por uma solugao
despolarizante é capaz de ativar os Cav (Catterall et al., 2020) e a ativagao dos Ky &
capaz de causar relaxamento da musculatura lisa por hiperpolarizar esse tecido
(Dixon; Trimmer, 2023). Ou seja, as substancias que ativam K, exercem seu efeito
observavel quando a concentragado extracelular do K* & suficiente para permitir que
esse ion saia do interior celular para causar hiperpolarizagdo, ao passo que as
substancias que bloqueiam os Cav sdo mais eficazes quando esses canais estao

abertos e sdo os maiores responsaveis pela entrada de Ca?* no citoplasma celular, o
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que ocorre quando a musculatura lisa € contraida por uma solugao despolarizante,
por exemplo (Gurney, 1994; Lamounier-Zepter et al., 2003).

Assim, avaliando a acao vasorrelaxante da MEGO sobre contracdes induzidas
por solugédo despolarizante de KClI com 60 mMol.L-!. Esse ensaio apontou que a
MEGO promovia o relaxamento frente a contracdo induzida por essa solugao
semelhante ao relaxamento quando as artérias foram contraidas com FEN. Dessa
maneira, pode-se hipotetizar que esse efeito vasorrelaxante da MEGO independente
do endotélio funcional parece ser mediado por um ponto em comum as duas formas
de contragao vascular utilizada: a ativagdo dos Cav.

Essa ideia é corroborada com os estudos de Summanen et al. (2001) e de
Tammela e Vuorela (2004) que apontam o galato de octila como um forte antagonista
a entrada de Ca?* mediada pelo Cau.

Também foi verificado a influéncia do endotélio vascular do efeito
vasorrelaxante da MEGO. As artérias foram incubadas com o L-NAME, um
bloqueador das isoformas das sintases de 6xido nitrico (Rameshrad et al., 2016),
podendo ser observado que o relaxamento promovido pela MEGO nesses anéis teve
uma eficacia semelhante, porém com poténcia reduzida, sendo idéntica a poténcia
frente aos anéis desnudos de endotélio. Tal achado apontou-nos que esse
potenciacdo da agao vasorrelaxante da MEGO nos anéis com o endotélio cursava
com a ativagdo da eNOS. Assim sendo, fora utilizado o PTIO, um sequestrador do NO
(Yoshida et al., 1997), para avaliar se esse gas estava de fato sendo produzido.

Assim, confirmando nossa hipodtese, a presenga do PTIO reduziu a poténcia
vasorrelaxante da MEGO ao nivel similar gerado nos anéis desnudos de endotélio e
contraidos com FEN ou nos anéis com endotélio funcional e incubados com L-NAME.
Confirmada a estimulacdo da producdo de NO endotelial, fora realizada curvas
concentragdo-resposta em anéis com o endotélio intacto na presenca de um inibidor
seletivo da CGs: o ODQ.

Supreendentemente, a presenga do ODQ reduziu a poténcia do efeito
vasorrelaxante da MEGO em comparacao aos anéis desnudos de endotélio, mas essa
reducdo de poténcia nao foi estatisticamente semelhante aos anéis com endotélio e
incubados com o L-NAME ou com o PTIO, sugerindo que o NO estaria ativando a
CGs, mas também ativando outras vias de sinalizagao para gerar seu efeito.

Esse achado pode indicar um efeito da propria substancia, mas, além disso,

evidencia outros efeitos que o NO pode desencadear para gerar vasorrelaxamento
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que independem da participacdo da formacdo de GMPc, como a estimulacdo da
bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico e ativacdo de canais de potassio
(Bolotina et al., 1994; Van Hove et al., 2009). Além disso, Lies et al. (2013) demonstra
em seus achados que altos aportes de NO podem sobrepujar a inibicdo do ODQ sobre
a CGs. Essas colocagdes podem indicar duas agdes principais da MEGO com a
participacdo do NO: estaria o galato de octila aumentando a sensibilidade dos canais
de potassio ou da bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatico ao NO? A produgéao
de NO foi tdo proeminente que o aporte dele sobre a CGs sobrepde a agao inibitoria
do ODQ?

Apesar dessas hipdteses ndo serem respondidas no presente trabalho, duas
formas poderiam responder esses questionamentos: O primeiro poderia ser sanado
com ensaio de afinidade por docking molecular entre o canal de potassio e a bomba
de calcio com o galato de octila como essa molécula interfere na finidade do NO por
essas proteinas. A segunda questdo seria dada realizando o doseamento da
concentracdo de GMPc ou NO formados. Lies et al. (2013) demonstra que para a
concentragcdo de ODQ adotada nos ensaios experimentais desse estudo (10 pMol.L"
1), concentragdes de NO acima de 0,1 uMol.L- ja sobrepde a agao inibitoria do ODQ,
induzindo a producao de GMPc pela CGs.

Com os efeitos in vitro que descrevem a bioatividade da MEGO e apontam para
uma acao antitrombotica possivel, passou-se a avaliar esse efeito em modelos de
trombose induzida por FeCls em ratos. Nesse modelo de trombose, a aplicacio topica
do FeCls na artéria carotida induz a formagao do trombo por duas maneiras principais:
() remogao da camada endotelial e formacdo de corpos contendo ions férricos
capazes de ativar a coagulagdo e a agregacao plaquetaria (Eckly et al., 2011); (ii)
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que causam danos no
endotélio e recruta o sistema complemento (La Bonte et al., 2012; Woollard et al.,
2009).

Nesse experimento, fora observado que a dose de MEGO de 10 mg.Kg-' foi
capaz de aumentar o tempo de obstru¢ao da carétida em relagdo ao grupo CTL e a
dose de MEGO de 5 mg.Kg™'. Tal resultado aponta a MEGO como um agente
antitrombotico que exerce esse efeito de forma dose-dependente.

A dose inicial do galato de octila utilizada para elucidar esse efeito apds a
administragéo intravenosa foi a de 10 mg.Kg-!, sendo essa escolha feita levando em

consideragao as doses que esse derivado levou a efeitos farmacoldgicos em animais.
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Por exemplo Latha e Daisy (2013) apontaram que a dose de 10 mg.Kg™' de galato de
octila por dia e por 28 dias de tratamento foi suficiente para gerar efeito
hipoglicemiante semelhante ao grupo tratado com insulina em ratos diabéticos. Por
outro lado, Bustami et al. (2020) descreveu que o tratamento com 20 mg.Kg! por dia
e por 30 dias era capaz de reduzir a inflamacdo do endométrio em ratas com
endometriose, ao passo que outros efeitos anti-inflamatoérios do galato de octila em
modelos de inflamagao pulmonar foram alcangados em camundongos tratados com
uma dose Unica de 0,75 mg.Kg™ pela via nasal 30 minutos apoés a indugéo do dano
pulmonar (Haute et al., 2020). Além desses, em modelo de inflamagdo de pata em
camundongo, uma dose Unica e local de galato de octila de 0,5 mg.Kg™' foi suficiente
para reduzir consideravelmente a inflamagao, enquanto uma dose intraperitoneal de
12,5 mg.Kg™' reduziu em quase 90% a mortalidade de camundongos submetidos a
dois modelos de sepse (por lipopolissacarideo e pungéo cecal) distintos (Park et al.,
2024).

Com esses dados em mente e em vista da via adotada para avaliar a acao
antitrombotica da MEGO, a dose de 10 mg.Kg™' foi usada como ponto de partida e ja
nessa dose sendo observado efeito antitrombotico. Assim, fora investigada o mesmo
efeito com a metade da dose (ndo observando nessa a agao desejada).

A enoxiparina foi adota como controle por ser um dos agentes antitrombotico
anticoagulante mais utilizado ambulatorialmente por apresentar baixo risco ao
paciente quando comparada a outros anticoagulantes (Kramme et al., 2023),
adotando uma dose semelhante a menor dose utilizada da MEGO, mas cuja a
enoxiparina apresenta efeitos antitrombdéticos e anticoagulantes (Daykin et al., 2006).

De forma curiosa, observamos que a administracdo concomitante da dose de
MEGO de 5 mg.Kg' com a mesma dose de enoxiparina resultou em um efeito
antitrombotico muito superior ao observado nos grupos tratados com cada dose em
separado. Esse sinergismo de efeitos entre os dois agentes antitrombéticos (um
possivel antiagregante plaquetario e o outro um anticoagulante) € um efeito de
interesse para a o tratamento e prevencao de ETEs. Diversos estudos clinicos que se
valem desse efeito sinérgico entre agentes antitrombdticos de classes distintas
apontam beneficios como diminui¢do da mortalidade e menor risco de sangramentos
em comparagao aos usos individuais de cada agente e em doses eficazes para a
prevencao (Agewall, 2024; Holmes et al., 2009). Como exemplo, a combinacao de

dose Unica intravenosa de acido acetilsalicilico de 10 mg.kg™' em ratos é ineficaz para
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aumentar o tempo de formacao de trombo na carétida, ao passo que a mesma dose
de enoxiparina aumenta o tempo de formacédo de trombo em quase duas vezes.
Todavia, a combinagéo de enoxiparina com acido acetilsalicilico, 4 mg.kg™' de cada,
aumenta em mais de duas vezes o tempo de obstrucdo da carétida por um trombo
(Daykin et al., 2006).

Corroborando com os efeitos antitrombaéticos encontrados, a massa do trombo
nos vasos foi estimada e a area dos mesmos foi medida. Quando fora feito a
estimativa da massa do trombo em relagdo a massa vascular, apenas o grupo tratado
com 10 mg.Kg' de MEGO e o tratamento combinado obtiveram diferengas estatistica
significativas em relagdo ao grupo controle. Apesar do grupo tratado apenas com
enoxiparina também ter um maior tempo de ocluséao arterial pelo trombo em relagao
ao controle, esse dado nao foi reverberado nessa analise. Isso € explicado pela
sensibilidade do método para distinguir entre a massa do trombo e a do tecido
vascular, sendo necessarias outra técnica complementar. Tendo isso em vista, fora
feita a analise da area do trombo por microscopia.

Nessa analise, pdde-se observar que a maior dose da MEGO e a dose de
ENOX levaram a formagdo de um trombo menor em relagdo ao trombo medido no
grupo controle. Também, o tratamento combinado reduziu consideravelmente o
tamanho desses trombos. Nesse ponto, pode-se questionar: como a dose combinada
em alguns animais impediu qualquer tipo de obstrugdo (conforme descrito no
resultado), mas a area do trombo é quantificada nesse ensaio? Tal questionamento é
respondido com base na forma que os trombos se dispdem no interior das artérias do
grupo tratado tanto com MEGO quanto com enoxiparina: houve a formacédo de um
trombo em todos os animais conforme fora medida a area, mas em alguns animais &
clara a visao de que o trombo nao cresceu o suficiente para obstruir a totalidade da
luz vascular, permitindo a passagem do sangue e ficando limitado ao lado vascular
que recebeu o FeCls.

Para avaliar se o tratamento com a MEGO estaria gerando agao antitrombética
por ser antiagregante ou anticoagulante, o sangue dos animais tratados foi colhido e
0s ensaios de agregacao e coagulagao foram realizados. Assim, fora observado que
ambas as doses da MEGO utilizadas reduziram a agregacao plaquetaria em relagao
ao grupo controle e também se observou que a agregacgao provocada pelo ADP, o
tampéao plaquetario, era desfeito ao passar do tempo experimental, evento que se

evidenciou por meio da analise de variagao da taxa de agregagao entre a porcentagem



102

maxima de agregacao alcangada (ocorreu em 4 minutos) e o final do tempo de
aquisi¢cao (em 10 minutos), conforme observado (graficos 14-a e 14-b).

A queda da porcentagem de agregacao durante o experimento indica que o
agregado de plaquetas esta frouxamente unido. E sabido que esse efeito & um forte
indicio da atuagdo da MEGO sobre o processo de ligagao interplaquetaria mediada
pela integrina B3-allb utilizando o fibrinogénio como ponte (Akram et al., 2024; Gao et
al., 2023).

Ja na avalicdo da coagulagdo do sangue dos animais tratados, ndo fora
observado qualquer alteragcao sobre o TP, todavia, a associagcao entre a MEGO e a
enoxiparina resultou no aumento do TTPa significativamente superior ao observado
no grupo tratado apenas com enoxiparina (que € um anticoagulante que se espera
alterar o TTPa). Esse achado nos indica que pode haver outro mecanismo que
relacione o galato de octila com a fungéo dos fatores de coagulagdo durante a fase de
propagacao da coagulacao, interferindo na confec¢ao das formas ativas desses e
refletindo tal fenébmeno no TTPa, bem como no tempo de formagao de trombo.

Por fim, concluimos que a MEGO consiste em uma ME do galato de octila
estavel e segura, podendo ser administrada por via intravenosa e que € dotada de

acao antiagregante plaquetaria, vasorrelaxante e antitrombdética.
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8. CONCLUSAO

A partir da analise do desenvolvimento de uma microemulsdo com o galato de
octila e determinagdo de sua agdo vasorrelaxante, antiagregante plaquetaria e
antitrombdtica conclui-se que a MEGO formulada usando o planejamento fatorial
possui uma boa estabilidade fisico-quimica quando mantida a 4°C.

Também, é possivel concluir que a MEGO ¢é dotada de agao antiagregante
plaquetaria, vasorrelaxante (tanto de forma independente quanto dependente do
endotélio funcional, sendo a segunda forma mediada pela producdo de NO) e
antitrombdtica (quando aplicada de forma intravenosa) em ratos submetidos a
trombose induzida por cloreto férrico. Além disso, foi observado que o tratamento
concomitante da MEGO e enoxiparina exerce agao antitrombdtica nos animais de

forma superior a administragao separada de cada molécula.

Figura 26 - Sintese de todos os principais achados para a MEGO.
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Desenvolvimento da MEGO

! Agregacao plaquetaria
T Agao da enoxiparina
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% ADP

FONTE: Autor (2024).
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1 - CERTIFICADO CEUA

Universidade Universidade Federal da Paralba
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