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RESUMO

O sesquiterpeno biciclico, B-cariofileno, tem se destacado como objeto de
pesquisa devido a sua acdo multialvo, marcada por notoria atividade anti-inflamatoria e
acao agonista no sistema endocanabinoide. Contudo, em virtude da sua lipofilia e baixa
biodisponibilidade, sua administragdo por formas farmacéuticas convencionais ndo
atinge a total potencialidade terapéutica que este composto pode conferir ao paciente.
Para contornar essas caracteristicas intrinsecas da molécula e possibilitar concentragdes
ideais nos sitios e receptores alvo, abordagens tecnoldgicas podem ser aplicadas. Nesta
tematica, surge a proposta desta tese de doutorado com o objetivo de desenvolver e
caracterizar abordagens tecnoldgicas, visando a potencializacdo dos efeitos terapéuticos
do B-cariofileno. Sua execucdo se divide em dois capitulos principais. No primeiro
capitulo foi avaliado o possivel efeito sinérgico anti-inflamatorio entre o B-cariofileno e
um anti-inflamatério ndo esteroide (AINE) veiculados em sistemas nanoemulsionados
para posterior aplicacdo topica. Para tal, foram conduzidos estudos in vitro e in vivo para
compreender o efeito de interagao entre o B-cariofileno e indometacina. Os resultados
obtidos sugerem potencializacdo do efeito anti-inflamatério in vitro do B-cariofileno
veiculado em nanoemulsdo, bem como, efeito sinérgico em associacdo com a
indometacina. No entanto, ao espessar as nanoemulsdes com hidroexietilcelulose e
mensurar o efeito pelo modelo in vivo de edema de orelha induzido por dleo de croton
(camundongos CF-1, n=6/grupo), os resultados foram inconclusivos. Por conseguinte,
0S respectivos resultados podem estar associados as diferentes proporcdes entre -
cariofileno e indometacina aplicadas nos modelos in vitro e in vivo, a interferéncia da
rede polimérica de hidroxietilcelulose e a fatores especificos do modelo animal aplicado.
Conforme exposto, o B-cariofileno apresenta acdo multialvo, portanto, o segundo
capitulo desta tese compreendeu o desenvolvimento de uma microagulha polimérica
integrada com nanoemulsdo, almejando a entrega transdermica deste composto. O
racional de desenvolvimento foi fundamentado em uma abordagem sistematica
suportada por ferramentas de Quality by Design. A otimizacdo da formulacéo integrada
almejou composicdo que conferisse caracteristicas mecanicas compativeis com a

insercdo cutanea, sem ruptura das agulhas, dissolucdo apdés a inser¢do e maior valor de



doseamento apds o processo de micromoldagem. Apesar da relativa volatidade e
lipofilia do B-cariofileno que impactam na elaboracdo de microagulhas poliméricas
hidrossollveis, a integracdo com sistema nanoemulsionado, a adequacdo da
concentracdo de polimeros, o controle de proporgdes de associagdo do B-cariofileno,
bem como o controle de variaveis criticas de processo, demonstraram ser possivel a
obtencdo de um sistema integrado que favorecesse a liberacao transdérmica. Em suma,
os efeitos terapéuticos do B-cariofileno podem ser potencializados com o emprego de

estratégias tecnoldgicas, estimulando sua aplicacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Anti-inflamatério; Microagulhas; Nanoemulsdo; Sesquiterpeno;

Sinergismo.



ABSTRACT

The bicyclic sesquiterpene, 3-caryophyllene, has been highlighted as an object of
research due to its multitargeted action, marked by notorious anti-inflammatory activity
and agonist action in the endocannabinoid system. However, because of its lipophilicity
and low bioavailability, its administration by conventional pharmaceutical forms does
not reach the full therapeutic potential. To circumvent these intrinsic characteristics of
this molecule and enable optimal concentrations in the target sites and receptors,
technological approaches can be applied. In this thematic, the proposal of this doctoral
thesis arises with the objective of developing and characterizing technological
approaches, aiming at potentiating the therapeutic effects of P-caryophyllene. Its
execution is divided into two main chapters. In the first one, the possible synergistic
anti-inflammatory effect among B-caryophyllene and nonsteroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDSs) carried in topical nanoemulsion systems was evaluated. To this end, in
vitro and in vivo studies were conducted to understand the interaction effect between [3-
caryophyllene and indomethacin. The results obtained suggest potentiation of the in
vitro anti-inflammatory effect of 3-caryophyllene conveyed in nanoemulsion, as well as
synergistic effect in association with indomethacin. However, the thickening the
nanoemulsions with hydroxyethylcellulose followed by in vivo evaluation (ear edema
model induced by croton oil; CF-1 mice, n=6/group), displayed inconclusive results.
Therefore, the respective results may be associated with the different ratios between [3-
caryophyllene and indomethacin applied in in vitro and in vivo studies and with specific
factors of the applied animal model. As exposed, B-caryophyllene presents multitarget
action, therefore, the second chapter of this thesis comprised the development of a
polymeric microneedle integrated with a nanoemulsion for transdermal delivery. The
development rationale was based on a systematic approach supported by Quality by
Design tools. The optimization of the integrated formulation aimed for a composition
that would confer mechanical characteristics compatible with skin insertion, without
needle breakage, dissolution after insertion and greater f-caryophyllene content value
after the micromolding process. Despite the slight volatility and lipophilicity of B-

caryophyllene, which impact on the development of water-soluble polymeric



microneedles, we can say that the integration with a nanoemulsion system, optimization
of polymer concentration, control of 3-caryophyllene association proportions, as well as
control of critical process variables, made it possible to obtain an integrated system that
favors transdermal release. In short, the therapeutic effects of B-caryophyllene can be
enhanced through the use of technological strategies, stimulating its pharmacological

use.

Keywords: Anti-inflammatory;  Microneedles; Nanoemulsion;  Sesquiterpene;

Synergism.
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Esta tese de doutorado foi conduzida entre marco de 2020 e julho de 2024.
Devido as restricdes sanitarias impostas pela pandemia de SARS-CoV-2, declarada pela
Organizacdo Mundial da Saude entre 11 de marco de 2023 e 05 de maio de 2023,
especialmente nos primeiros dezoito meses, e mediante a postura de cautela adotada
pela Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, o
desenvolvimento desta tese se concentrou no dominio tedrico dos conteudos e na
elaboracdo de uma reviséo de escopo. Em paralelo, o aperfeicoamento de habilidades,
reconhecimento e capacitacdes oportunizados a partir deste trabalho sdo explorados nos
Apéndices A e B. Portanto, a ordem de apresentacdo dos artigos e manuscritos neste
documento difere da ordem cronoldgica de desenvolvimento.

Esta tese de doutorado esta estruturada em uma parte introdutoria, dois capitulos
principais, e se¢Bes gerais, incluindo discussdo geral e conclusdes. Os conteudos estdo

organizados da seguinte forma:

INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA

A parte introdutéria e fundamentacgdo tedrica compreendem a contextualizacdo dos
assuntos abordados na construcdo da Tese de Doutorado no ambito do
desenvolvimento e caracterizacdo de abordagens tecnoldgicas com vistas a

potencializacdo dos efeitos terapéuticos do -cariofileno.

CAPITULO 1 | Avaliagio do potencial efeito sinérgico entre P-cariofileno e
indometacina veiculados em sistemas nanoemulsionados para administracdo topica

cutanea

Neste capitulo foi explorada a potencializacdo do efeito anti-inflamatério do f-
cariofileno pelo emprego de nanotecnologia e associacdo com o anti-inflamatorio

nao-esteroide, indometacina. Foram conduzidos ensaios in vitro e in Vvivo,
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acompanhados de modelos graficos e, quando aplicavel, modelos matematicos para
caracterizacdo do efeito sinérgico entre esses compostos. A producdo gerada foi
publicada em formato de artigo experimental e short communication em periodicos

de impacto internacional.

CAPITULO 2 | Prototipagem de microagulhas dissolviveis em associa¢do com sistema

nanoemulsionado para liberagdo transdérmica de f-cariofileno

A temaética de desenvolvimento explorada no segundo capitulo compreendeu a
aplicacdo de nanotecnologia integrada em microagulhas dissolviveis para liberacéo
transdérmica do B-cariofileno, possibilitando a potencializagdo dos seus efeitos por
obtencdo de drug delivery superior a via topica estudada anteriormente (Capitulo 1 e

estudos prévios do grupo de pesquisa).

A producéo gerada no capitulo 2 foi publicada em formato de revisdo de escopo e 0s
resultados experimentais, baseados na abordagem Quality by Design, foram

organizados no formato de manuscrito experimental.

Por se tratar de um sistema recente para liberacdo de farmacos e, consequentemente,
carecer de guias orientativos internacionais para sua caracterizagéo, o primeiro passo
do desenvolvimento compreendeu a elaboracdo de uma revisao de escopo sobre 0s
métodos e técnicas aplicados no controle de qualidade desses sistemas. A respectiva
revisdo recebeu o reconhecimento pela PATH (Center of Excellence for Microarray
Patch Technology) — organizacéo internacional de desenvolvedores de microagulhas,
como uma das principais revisdes na temética de microagulhas. Detalhes desse

reconhecimento séo descritos no Apéndice A.

Outra oportunidade impar proporcionada pelo pilar inovador deste capitulo é

detalhada no Apéndice B. Este apéndice compreende uma descri¢cdo narrativa das

atividades realizadas durante a participacdo no edital Catalisa ICT —etapa 1 Mobilizar

para Inovar (2021) promovido pelo SEBRAE, com o projeto intitulado
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“Desenvolvimento de dispositivo transdérmico para administragdo de compostos

terpénicos nanoestruturados no tratamento de dor inflamatdria cronica”.

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSAO

A fim de compilar os dados obtidos, a discussdo geral apresenta detalhamentos dos
resultados experimentais ndo abordados e correlacdes entre os capitulos, com base
nas aplicagdes terapéuticas e tecnologicas do B-cariofileno em associa¢do ou ndo com

indometacina, para administracdo por via topica cutanea e transdérmica.
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INTRODUCAO E FUNDAMENTACAO TEORICA







1 INTRODUCAO

O sesquiterpeno biciclico B-cariofileno € um composto bioativo, volatil e
amplamente distribuido no reino vegetal por diversas plantas aromaticas. Sdo exemplos
dessas espécies a erva baleeira (Cordea verbenacea DC), cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), canhamo (Cannabis sativa), copaiba (Copaifera spp.) e orégano
(Origanum vulgare) (GERTSCH et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012; SHARMA et
al., 2016). Por meio de processos de extracdo torna-se possivel a obtencdo deste
composto na sua forma isolada a partir das espécies vegetais mencionadas. Contudo,
quando se almeja o uso industrial e a sua veiculagdo em formas farmacéuticas, esta
quantidade pode ser infima. Ao longo dos anos e devido ao melhoramento dos processos
quimicos, sua sintese por mecanismos sustentaveis tornou-se possivel. As inumeras
atividades bioldgicas relacionadas a este composto, somadas a sua disponibilidade em
grandes quantidades, indicam e impulsionam a sua aplicabilidade farmacologica
(1ZUMl et al., 2012; MEZA; LEHMANN, 2018; SHARMA, C et al., 2016).

Entre todas as propriedades farmacoldgicas do p-cariofileno as mais promissoras
consistem na atividade anti-inflamatoria e analgésica, visto que a inflamacéo e a dor séo
caracterizadas como processos presentes em diferentes patologias (SHARMA, C et al.,
2016). Desta forma, formulagbes contendo p-cariofileno apresentam aplicabilidade em
diferentes sistemas do organismo humano. Em termos de alvos terapéuticos, o p-
cariofileno é capaz de formar ligacbes aos receptores canabinoides do tipo 2 (CB2),
opioides do tipo W, receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPRA-a e
PPRA-y) ¢ receptores do tipo Toll. Por este motivo, este composto é considerado
multialvo e tem sido explorado na area cientifica para o tratamento de diferentes
patologias e sintomas. Além disso, ja foi evidenciada a reducdo de mediadores
inflamatorios, como as interleucinas IL-1p e IL-6 e fator de necrose tumoral o (TNF-
a), bem como reducdo da atividade da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), pelo B-
cariofileno (GERTSCH et al., 2008; KLAUKE et al., 2014; OJHA et al., 2016;
SHARMA et al., 2016). Portanto, o0 que torna este composto anti-inflamatorio distinto

de substancias anti-inflamatorias ndo esterdides (AINES), usualmente prescritas na
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pratica clinica, é a sua acdo agonista nos receptores CB2 e reducdo de um dos principais
sinais cardinais e impossibilitantes da inflamagé&o, a dor.

Substancias exdgenas e que possuem atividade sobre receptores CB2 tém
despertado o interesse da comunidade cientifica. Os receptores CB2 foram identificados
nas células do sistema imunoldgico, 0ssos, sistema nervoso periférico, baco, figado e
menos expressos em outros o0rgdos e tecidos do organismo (BURSTEIN; ZURIER,
2009; KUPCZYK; REICH; SZEPIETOWSKI, 2009; RIO et al., 2018; SARPIETRO et
al., 2015; TOTH et al., 2019).

Considerando o disposto, o B-cariofileno € um composto com promissora
atividade anti-inflamatoria, porém algumas caracteristicas fisico-quimicas dificultam a
sua administracdo e seu alcance em sitios ativos em concentracdes eficazes, tais como
lipofilia e um certo grau de volatilidade. Diante disso, torna-se necessario o estudo e
desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas que possam potencializar a acdo do p-
cariofileno. Por exemplo, estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa evidenciaram
0 aumento da permeacdo cutanea, atividade anti-inflamatéria e cicatrizante do f-
cariofileno quando veiculado em nanoemulgéis de uso tépico (PETERLE et al., 2020;
WEIMER et al., 2020).

Além disso, quando se objetiva a potencializacdo de um efeito farmacoldgico,
outras abordagens podem ser contempladas no processo de desenvolvimento de
medicamentos. Neste sentido, podem ser exploradas associacfes de substancias que
apresentam uma atividade farmacolégica em comum e que, quando combinadas,
aumentam a eficacia terapéutica (CHOU, 2006). A associacdo de um AINE, por
exemplo, ao B-cariofileno pode conferir um aumento da atividade anti-inflamatoria. A
potencializacao de efeito, também denominada de efeito sinérgico, pode ser mensurada
através de modelos experimentais in vitro e in vivo, com posterior aplicacdo de modelos
graficos e matematicos, como o método isobolografico associado ao calculo do indice
de combinacao, por exemplo (CHOU, 2006; TALLARIDA, 2006, 2000, 2002).

Ademais, pressupondo a ampla distribuicdo dos receptores CB2 nas células do
sistema imunoldgico e atuacdo de substancias enddgenas nesses receptores para 0
manejo da dor, o B-cariofileno indica potencial farmacoldgico em outras patologias

inflamatorias crénicas. No Brasil, aproximadamente 37% da populacdo brasileira (70
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milhdes de pessoas) é acometida pela dor crénica, sendo mais prevalente na regido Sul
(42%). De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor
cronica é definida como dor persistente ou recorrente por um periodo de trés meses ou
mais e & um processo multifatorial, com envolvimento de fatores bioldgicos,
psicoldgicos e sociais (IASP, 2021; TREEDE et al., 2019). Entre as dores mais
prevalentes destacam-se as dores de origem nociceptiva, principalmente na regido
lombar e articulagdes (CARVALHO et al., 2018; SBED, 2019).

Ao propor o B-cariofileno como potencial substancia no manejo da dor crénica,
¢ importante considerar a via de administracio mais promissora. Dados
farmacocinéticos indicam a baixa biodisponibilidade do B-cariofileno por via oral (LI1U
et al., 2013). Alternativamente a via oral, a via transdérmica exibe vantagens como
liberacdo controlada do farmaco na corrente sanguinea, elimina o efeito de primeira
passagem hepatico e degradacdo enzimatica da substancia, permitindo a presenca de
concentracdes mais elevadas do farmaco no sitio alvo. Por meio de combinagdes de
métodos fisicos, quimicos e sistemas nanotecnoldgicos, a permeacdo cutanea e absorcao
do farmaco pode ser potencializada (BANGA, 2011; ESCOBAR-CHAVEZ, 2010).
Portanto, a combinagdo de p-cariofileno veiculado em nanosistema, contendo
promotores de permeacdo, e impregnacdo em sistema fisico, facilitariam a absorcédo
deste composto ativo. Microagulhas constituem sistemas fisicos que poderiam ser
explorados nesse contexto.

As microagulhas (microneedles) sdo dispositivos para liberacdo transdérmica
relativamente recentes (HAO et al., 2017; RZHEVSKIY et al., 2018). Estas podem ser
elaboradas em diferentes designs e polimeros. Entre os modelos existentes, ha
microagulhas sélidas, ocas, revestidas, dissolviveis e formadoras de hidrogel, sendo que
os dois ultimos sdo mais promissores para aplicacdo, pois oportunizam o emprego de
polimeros biodegradaveis, biocompativeis e reduzem o risco das microgulhas
quebrarem na pele do paciente (HAO et al., 2017; LEE; PARK; PRAUSNITZ, 2008).
As microagulhas podem servir de suporte para administracdo de sistemas

nanotecnoldgicos e em casos de dor inflamatdria crénica, a combinacdo desses sistemas
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contribuiriam para a liberacdo controlada do farmaco e diminuicdo da dor,
preponderando a qualidade de vida do paciente.

Para investigar a potencializagéo dos efeitos terapéuticos do p-cariofileno, esta
tese de doutorado esta organizada em dois capitulos principais. O Quadro 1 apresenta
informac0es referentes ao objetivo central de cada capitulo, a via de administracao
explorada para cada efeito farmacologico, as estratégias e sistemas tecnoldgicos

desenvolvidos, assim como, o racional de desenvolvimento e principais modelos

empregados para avaliacdo e producéo cientifica gerada.

Quadro 1 — Esquema programatico dos capitulos da tese de doutorado

Objeto de estudo

Objetivo central

Estratégias e
abordagens
tecnolégicas

Via de
administracéo
pretendida | sistema
de liberacao

Sistemas

desenvolvidos

Racional de
desenvolvimento

Modelos de
avaliacdo

B-cariofileno

CAPITULO 1

Avaliar a potencializagéo do
efeito anti-inflamatorio

1 | Veiculagéo do B-cariofileno
em sistemas nanoemulsionados
2 | Associacdo com
indometacina (AINE)

Tépica (cuténea) | gradiente de
liberacdo a partir do estrato
corneo

Nanoemulsdes e nanoemulsdes
espessadas em hidrogel

Abordagem tradicional

1| In vitro: macrofagos murinos
estimulados por LPS seguido da
simulacdo computacional para
determinacgé&o de sinergismo

CAPITULO 2

Desenvolver e caracterizar um
protétipo inovador, empregando
0 conceito de microagulhas
poliméricas integradas com
nanoemulséo
1| Veiculagao do B-cariofileno
em sistema nanoemulsionado
2 | Integrac@o da nanoemulsao
com microagulhas poliméricas

Transdérmica | ruptura da pele
e liberacao direta na
epiderme/derme

Microagulha polimérica
integrada com sistema
nanoemulsionado
Abordagem sistemética com
emprego de ferramentas de
Quiality by Design
1 | Caracterizagao fisico-
guimica, mecanica e
morfolégica das estruturas
2 | Liberacao transdérmica e
retencdo cutanea in vitro
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2| In vivo: edema de orelha

induzido por 6leo de créton

- Artigo experimental (1) - Revisao de escopo (1)

- Short Communication (1) - Manuscrito experimental (1)
AINE: anti-inflamatdrio ndo-esteroide; LPS: lipopolissacarideo.

Producéo

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar sistemas de administragdo topica e transdérmica de -
cariofileno com emprego de sistemas nanoemulsionados integrados ou ndo em

microagulhas poliméricas, visando a potencializacdo de seus efeitos terapéuticos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver e caracterizar sistemas nanoemulsionados para aplicacdo topica
(cuténea) de B-cariofileno e indomentacina;

b) Mensurar o efeito da associagdo de B-cariofileno e indomentacina na forma
livre e nanoemulsionada por modelo de inflamacdo in vitro com macréfagos
estimulados por lipopolissacarideo (LPS), seguido da aplicacdo de método
isolobolografico e calculo do indice de combinacéo;

c) Conduzir estudo preliminar de toxicidade cutanea das nanoemulsdes de B-
cariofileno e indometacina pelo método alternativo de Hen’s egg
chorioallantoic membrane test (HET-CAM) e cultivo celular 2D;

d) Avaliar a acdo anti-inflamatéria topica e possivel efeito sinérgico de -
cariofileno e indomentacina, veiculados em nanoemulgeéis, por modelo in vivo
de edema de orelha induzido por éleo de croton.

e) Realizar reviséo de escopo no ambito de métodos de controle de qualidade
aplicaveis a microagulhas poliméricas desenvolvidas em associacdo com

sistemas nanoestruturados;
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f) Desenvolver e caracterizar nanoemulsdes e outros sistemas nanoestruturados
de B-cariofileno para posterior veiculagdo em dispositivo transdérmico;

g) Empregar os conceitos de Quality by Design no desenvolvimento de
microagulhas dissolviveis contendo sistemas nanoemulsionados;

h) Avaliar o emprego de diferentes moldes na obtencdo de microagulhas
dissolviveis;

i) Desenvolver e caracterizar um dispositivo para liberagdo transdérmica de B-
cariofileno, pela associacdo de métodos fisicos (microagulhas) e sistema

nanoestruturado.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Este topico apresenta embasamentos tedricos sobre os principais tépicos que
foram abordados ao longo desta tese.

2.1 BETA-CARIOFILENO E SUAS PROPRIEDADES BIOLOGICAS

O B-cariofileno é um sesquiterpeno biciclico, de massa molecular 204,36 g/mol
e formula C1sH24. Este composto pode ser identificado em dleos essenciais de diferentes
espécies vegetais, tais como cdnhamo (Cannabis sativa), orégano (Origanum vulgare)
e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (GERTSCH et al., 2008; PubChem CID:
5281515NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019;
RODRIGUES et al., 2012; SHARMA, C et al., 2016). A esta substancia sdo atribuidas
diferentes propriedades terapéuticas como anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antioxidante, antiparasitaria, analgésica e mais recentemente tem-se avaliado seus
beneficios no tratamento de sepse, isquemia cerebral, diabetes mellitus e doenca de
Alzheimer, tendo em vista seu potencial anti-inflamatério e imunomodulador (CHANG
et al., 2013; CHENG; DONG: LIU, 2014; FRANCOMANO et al., 2019:; IZUMI et al.,
2012; MEZA; LEHMANN, 2018; SHARMA, C et al., 2016; SOTTO et al., 2010).

A biossintese do B-cariofileno ocorre pela rota do 4&cido meval6nico. Inicialmente
ocorre a formacdo de unidades de isopreno (Cs), seguida da condensagdo dessas
unidades até a obtencdo de difosfato de farnesila (Cis), composto precursor dos
sesquiterpenoides por acdo de enzimas ciclossintases (BOHLMANN; MEYER-
GAUEN; CROTEAU, 1998). O B-cariofileno ao sofrer oxidacéo, da origem ao 6xido de
cariofileno, portanto, a presenca simultdnea de ambos nos 6leos essenciais ou fracdo
volatil de oleorresinas é recorrente. Ademais, € possivel obter o p-cariofileno por via
sintética com alto grau de pureza, facilitando sua aplicacdo em escala industrial
(LARIONOV; COREY, 2008).
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2.1.1 Efeitos Terapéuticos: Acdo Anti-inflamatoria e Analgesica

As acOes anti-inflamatoria e analgésica exercidas pelo p-cariofileno séo
classificadas como multialvo, tendo em vista os diferentes alvos terapéuticos envolvidos
(SCANDIFFIO et al., 2020; SHARMA, C et al., 2016). A Figura 1 descreve
parcialmente os alvos terapéuticos do B-cariofileno em termos de receptores, enzimas,
citocinas e quimiocinas. Na pratica, ndo ha como dissociar a acao anti-inflamatoria da
acdo analgésica, no entanto uma agdo podera ser favorecida em detrimento da outra pelo
quadro clinico apresentado, bem como, pela forma e via de administracdo. Neste
contexto, a compreensao da fisiopatologia possibilita a escolha racional dos modelos
pré-clinicos empregados durante o desenvolvimento tecnoldgico de novas alternativas
terapéuticas. Igualmente, os aspectos fisiopatologicos também podem direcionar ajustes
nos processos de dissolucdo e liberagcdo para maior efetividade terapéutica (PATEL,;
GOWDA, 2012).

/Receptores - Citocinas\
- CB2 - TNF-a
+ p-opioides * L1
« TLR * IFN-y
«  PPARaly + IL-6,8, 10
/Enzimas Quimiocinas\
. COX-2 . CXCL1/KC
* MPO - MIP-2
« iNOS, NOX « MCP-1
«  MAPK
« SOD, CAT, GPx 1
\ 2N /

Figura 1 — Alvos terapéuticos do p-cariofileno em processos inflamatorios e
nociceptivos. CB2: canabinoides do tipo 2; TLR: receptores do tipo Toll; PPAR:
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma; COX-2: ciclo-oxigenase 2; MPO:
mieloperoxidase; iINOS: oxido nitrico-sintase induzida; NOX: NADPH oxidase;
MAPK: proteinas quinases ativadas por mitdgeno; SOD: superdxido dismutase; CAT:
catalase; GPx: glutationa peroxidase; TNF: fator de necrose tumoral; IL: interleucina;
IFN: interferon; CXCL1/KC: proteina quimioatraente de queratinécitos e fibroblastos;
MPI: proteina inflamatoria de macrofagos; MCP: proteina quiomioatraente de
monacitos.
Fonte: Adaptado de SHARMA, C et al., (2016)
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Conforme apresentado na Figura 1, ha um maior numero de alvos terapéuticos
relacionados aos processos inflamatorios. Entre estes, a inibi¢do de alguns mediadores
esta mais associada a imunidade inata e processos inflamatorios agudos (ciclo-oxigenase
2, mieloperoxidase, catalase e citocinas), enquanto a ativacao de receptores PPARa/y e
inibicdo de determinadas enzimas estdo associadas aos processos inflamatorios cronicos
em quadros de sindrome metabdlica, dislipidemias, aterosclerose e doencas
neurodegenerativas (BARTIKOVA et al., 2014; CHANG et al., 2013; OJHA et al.,
2016; SCANDIFFIO et al., 2020).

Em relacdo a acdo analgésica, os principais alvos envolvidos sdo 0s receptores
endocanabinoide do tipo 2 (CB2) e receptores opioides do tipo 4 (KLAUKE et al., 2014;
SHARMA, C et al., 2016). No entanto, muitos processos inflamatorios resultam em dor
nociceptiva e neuropatica, portanto, a acdo nos alvos terapéuticos anti-inflamatérios
pode contribuir, de forma secundaria, para reducdo da dor. Para ilustrar, uma das
doencas que apresenta a dor como fator limitante acompanhada de quadro inflamatorio
¢ a osteoartrite (OA).

Também conhecida por artrose, a OA é uma doenca multifatorial com
desenvolvimento gradual e progressivo que causa alteragdes inflamatdrias nas
articulacdes (méos, quadris e joelhos), causando inchaco, rigidez, dor cronica e
limitacdes de movimento (CDC, 2020; COIMBRA; PLAPLER; DE CAMPOQOS, 2019).
No Brasil, estima-se que a OA corresponde de 30 a 40% das doencas reumatoldgicas e
nos Estados Unidos, projecdes indicam que até 2040, 78 milhdes de americanos serdo
diagnosticados e terdo sua qualidade de vida afetada pela artrite (CDC, 2018; SBR,
2019). O tratamento farmacoldgico objetiva majoritariamente a reducdo da dor para
melhora da qualidade de vida do paciente, sendo prescritos AINES, opioides (para os
estagios mais graves) e corticoides por via oral (COIMBRA; PLAPLER; DE CAMPQOS,
2019).

Até o momento, o B-cariofileno de forma isolada foi parcamente explorado como
candidato a farmaco no manejo da dor cronica associada a OA. Em modelo de artrite

induzida por anticorpo de colageno, a administracdo oral de 10 mg/kg de B-cariofileno
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em camundongos, por 12 dias, foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatorio na
articulacdo e alteracGes histolégicas (IRRERA et al., 2019).

Neste contexto, considerando a necessidade de novas alternativas terapéuticas
para quadros clinicos complexos, como o exemplo abordado sobre OA, o B-cariofileno
pode ser explorado como uma alternativa terapéutica. Em comparagdo aos outros
sistemas e receptores explorados no tratamento do dor aguda ou cronica, o sistema
endocanabinoide € mais recente. Os primeiros estudos publicados sobre relacdo
estrutura-atividade de substancias enddgenas e exdgenas em receptores
endocanabinoides datam do final da década de 1990 (KHANOLKAR,;
MAKRIYANNIS, 1999; PALMER; KHANOLKAR; MAKRIYANNIS, 2000).
Ademais, ao verificar as publicagdes com o descritor “endocannabinoid system” nas
principais bases de dados da area da salde, é possivel observar um nimero crescente de
estudos a partir de 2005. Atualmente, o sistema endocanabinoide é considerado como o
centro da investigacdo e desenvolvimento de medicamentos para manejo da dor,

imunomodulacéo, neuroprotecdo e tratamento de disturbios neurologicos.
2.1.2 Sistema Endocanabinoide e sua Funcdo na Modulacéo da Dor e Inflamagéo

O sistema endocanabinoide € associado aos processos de aprendizado, memodria,
resposta imunoldgica, neuroprotecdo, ingestio e percepcio da dor (RIO et al., 2018).
Tais funcbes bioldgicas estdo correlacionadas as ligacdes de substancias endogenas e
exogenas em dois receptores, denominados de receptores canabinoides do tipo 1 e 2
(CB1 e CB2). Estes receptores fazem parte da familia de receptores transmembrana
acoplados a proteina G e se distribuem de maneira distinta no organismo humano,
conforme representacdo esquematica na Figura 2. Os receptores CB1 sdo expressos
majoritariamente no sistema nervoso central, enquanto os receptores CB2 apresentam
distribuicdo ampla pelos tecidos periféricos e sistema imunoldgico (AN et al., 2020;
CATERINA, 2014).

A ligacdo de substancias nos receptores CB1 pode resultar em efeitos
psicotropicos ou efeitos psiquiatricos deletérios secundarios (AN et al., 2020). Por outro

lado, tais efeitos ndo foram reportados em relacdo aos receptores CB2. Ademais, a
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ligacdo de agonistas em CB2 auxilia na imunomodulacdo, evidenciada pela migracéo
celular e liberacdo de citocinas, bem como, por modificagdes nos processos de
neuroinflamagdo e nocicepgdo (BURSTEIN; ZURIER, 2009). Com base nessas
premissas, a busca por agonistas seletivos de receptores CB2 constituem o objetivo

central dos atuais estudos sobre esse sistema.
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Figura 2 — Distribuicdo dos receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) e tipo 2 (CB2) no
organismo humano, com detalhamento para as estruturas cutaneas. A diferenca na
proporcionalidade entre os circulos dos receptores indica a predominancia de
determinado receptor no local indicado.

Figura criada com o Servier Medical ART - SMART.

Na pele, por exemplo, os receptores CB2 estdo presentes nas membranas
celulares dos queratindcitos, células imunolégicas (dendritica, linfocito, neutrofilo,
macréfago e mastocito), associados ao apéndices (sebdcitos e foliculo piloso) e aos
neurdnios sensoriais (RiO et al., 2018; TOTH et al., 2019). Quando ocorre um dano

fisico, quimico ou bioldgico na pele, ha liberacdo de acido araquidonico por lesdo nas
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membranas celulares, conforme mencionado anteriormente, além da ativacdo de COX-
2 e LOX-5, tendo-se a formacao de dois endocabinoides. A partir da molécula de cido
araquidénico a enzima fosfolipase D sintetiza o endocanabinoide anandamina (N-
araquidonoil etanolamina) e a enzima diacilglicerol lipase sintetiza o 2-araquidonoil
glicerol (RIO et al., 2018). Estes dois endocanabinoides foram isolados pela primeira
vez em 1992 e ao se ligarem aos receptores CB2 aumentam o limiar da dor (DEVANE
etal., 1992; RIO et al., 2018).

Recentemente, estudos tém demonstrado modificagcbes na expressdo dos
receptores CB2 mediante quadros inflamatdrios, lesdes nervosas, ansiedade e epilepsia,
evidenciada principalmente pelo aumento da expressao em neur6nios e na microglia. A
micréglia sdo células imunoldgicas do sistema nervoso responsaveis pelo
monitoramento de ameacas e liberagdo de mediadores pro-inflamatérios, de forma
similar aos leucdcitos na circulacdo sanguinea. Uma vez que a microglia € ativada por
estimulos inflamatorios e lesdes, a presenca de receptores CB2 desperta para a hipotese
de que agonistas CB2 possam modular esse cenario e gerar um fenétipo anti-
inflamat6ério em quadros de dor crénica, modulando o circuito de transmissdo
nociceptiva (XU et al., 2023).

A revisdo conduzida por Donvito e colaboradores (2018), destacou o papel do
sistema endocanabindide na imunomodulacdo em modelos de dor inflamatéria aguda e
crénica. Em um estudo realizado com antagonistas de receptores CB2 (SR144528) e
CB1 (rimonabante) foi observada a reversdo da supressdo das citocinas pro-
inflamatorias INF-y e IL-12, destacando a importancia desses receptores na nocicepgdo
associada a inflamacdo. Em quadros de artrite reumatoide, ja foram identificados os
receptores CB1 e CB2 em sinovidcitos tipo fibroblastos isolados de pacientes. Ademais,
foi identificada a expressdo de CB2 no tecido sinovial desses pacientes, especialmente
em macrofagos, linfécitos T-CD4*, T-CD8" e em linfécitos B. A presenca dos
endocanabindides anandamina e 2-araquidonoil glicerol no fluido sinovial de pacientes
com osteoartrite e atrite reumatoide e auséncia dos mesmos em pacientes saudaveis,
levantou a hipotese da imunomodulacdo via CB2 nesses quadros clinicos de dor
inflamatoria crénica (DONVITO et al., 2018).
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O B-cariofileno é definido como um composto fitocanabinoide por ser encontrado
em espécies vegetais e desempenhar acdo agonista seletiva aos receptores CB2
(GERTSCH et al., 2008). Neste contexto e considerando a distribuicdo dos receptores
CB2, formas farmacéuticas de liberagdo topica cutanea e transdérmica do B-cariofileno
podem favorecer a sua a¢cdo nociceptiva e anti-inflamatoria. Ainda, em quadros clinicos
de dor crbnica, como o exemplo da osteoartrite, as formulac6es e possiveis dispositivos

transdérmicos podem ser administrados préximo ao local da dor (articulacGes).

2.1.3 Desafios na Formulacdo de Formas Farmacéuticas para Libera¢do de p-

cariofileno

Considerando o disposto nas se¢des anteriores, o -cariofileno é um composto
com promissora atividade anti-inflamatoria e analgésica, porém algumas caracteristicas
fisico-quimicas dificultam a sua administracao por via oral, como a lipofilia (LogP 4,4),
e principalmente seu alcance em sitios ativos em concentracOes eficazes (NCBI, 2022).

Um estudo conduzido com 24 individuos saudaveis (entre 18 e 50 anos) avaliou
os parametros farmacocinéticos do B-cariofileno ap6s a administracdo oral de 100 mg
deste composto na sua forma livre. A quantificacdo deste composto no plasma dos
individuos resultou em valores de area sob a curva de AUCo-121260,7 ng.h.mL* e AUC,.
24n 305,9 ng.h.mL? (Tmax 3,07 h). Em contrapartida, a administracdo da mesma dose de
B-cariofileno associado a um sistema autoemulsificante (SEDDS) resultou em AUCo.-12n
549,5 ng.h.mL* e AUCo-24n 553,4 ng.h.mL? (Tmax 1,43 h) (MODINGER et al., 2022).

De forma similar, estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram o
favorecimento da permeacdo cutanea do B-cariofileno apds veiculacdo em sistemas
nanoemulsionados (PETERLE et al., 2020; WEIMER et al., 2022). Ou seja, as
limitacdes fisico-quimicas desse sesquiterpeno podem ser contornadas com o emprego
de alternativas tecnoldgicas, assim como, potencializacdo do efeito farmacologico pela

administracdo préxima aos receptores CB2 e células do sistema imunologico.
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2.2 POTENCIALIZACAO DE EFEITO FARMACOLOGICO

A potencializacdo de efeito farmacoldgico visa aumentar a eficacia terapéutica
sem impactar de forma negativa no perfil de seguranca. Para tal, diferentes estratégias
podem ser avaliadas, tais como associacdo de substancias, realizacdo de modificacdes
estruturais para maior afinidade aos receptores e alvos moleculares, e estratégias
tecnologicas que buscam aumentar a biodisponibilidade. As proximas subsecdes
descrevem as estratégicas que foram exploradas nos capitulos experimentais dessa Tese
de doutorado, abrangendo a associagdo de um anti-inflamatério ndo-esteroide com o -
cariofileno, veiculagdo em sistemas nanoemulsionados, bem como, integracdo desses

sistemas com microagulhas dissolviveis.
2.2.1 Associacdo de Substancias para Obtencdo de Efeito Sinérgico

As associagOes entre substancias podem culminar na obtencdo de efeitos
farmacologicos do tipo aditivo, subaditivo ou sinérgico (CHOU, 2006). O efeito aditivo
ndo apresenta potencializacdo do efeito, ou seja, a associacdo de duas substancias
resultara na soma de seus efeitos isolados. Por exemplo, uma substancia (A) possui
efeito de 40%, em determinada dose, e outra (B) possui 30%, se associadas estas
produzir efeito proximo a 70%. Na interacdo antag6nica ou subaditiva, a associagédo de
duas substancias apresentara efeito inferior ao esperado, por exemplo, (A) + (B) = 50%.
Ja o efeito sinérgico ocorre quando as substancias em associacdo excercem efeito
superior a soma, como exemplo, (A) + (B) = 95% (CHOU, 2006; TALLARIDA, 2001,
2002).

Tendo em vista a gama e as intensidades de interacdes farmacoldgicas que podem
ser obtidas, é recomendavel a verificagdo do efeito combinatorio por modelos
matematicos, como método isobolografico e célculo do indice de combinacdo. Em
pratica, o sinergismo de acdo pode ser mensurado com o emprego de modelos in vitro,
in vivo e ensaios clinicos. Independente da natureza do modelo, algumas etapas
metodoldgicas devem ser conduzidas (CHOU, 2006; TALLARIDA, 2006, 2000, 2002):
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= Elaboracdo de curvas dose-resposta das substancias isoladas
(determinagéo do efeito de cada substancia);

= Definicdo das doses/concentragfes das substancias em associagao;

= Determinacdo do efeito da associacéo;

= Emprego de modelos matematicos para determinacéo do efeito.

Usualmente, a partir das curvas dose-resposta das substancias isoladas séo
obtidos os valores de EDsg e, posteriormente, sdo definidas as razées de combinacéo e
as faixas de concentracGes da associacdo. Na literatura cientifica sdo comumente
reportadas as combinagdes entre EDso, EDso/2, EDso/4, EDs0o/8 e EDso/16 de cada
substancia nas associacfes (MIRANDA et al., 2006; MIRANDA; PINARDI, 2009;
ORTIZ et al., 2010; TALLARIDA et al., 1999). Por exemplo, se pela aplicagdo de
modelo in vivo forem encontrados os valores de EDso para as substancias A e B, 100
no/kg e 80 pg/kg, respectivamente, essas substancias serdo combinadas a 100 pg/kg +
80 pg/kg (EDso A + EDso B), 50 pg/kg + 40 pg/kg (EDso a/2 + EDsg g/2) € assim
sucessivamente. Apoés, se determinara o valor de EDsp resultante da combinacédo
(exemplo EDso a+s = 30 pg/kg). Por fim, pelo método isobologréfico e calculo do indice
de interacdo (Eq. 01) sera evidenciada a obtencdo de efeito sinérgico (TALLARIDA,
2001, 2002, 2006).

Eq. (01)

b
+ = (TALLARIDA, 2002)

Onde: A (EDso da substancia A isolada); B (EDso da substancia B isolada); a,

b (dose da combinacéo que produz 0 mesmo efeito).

O indice de interacdo indica a magnitude do efeito, sendo que, se y = 1, o efeito
observado ¢ aditivo, y > 1, efeito subaditivo ou antagonico e y < 1, efeito supra-aditivo
ou sinérgico (TALLARIDA, 2002). Para o exemplo anterior, EDso a+g Seria composto

por 16,7 pug/kg da substancia A e 13,3 pg/kg da substéncia B. Desta forma, o indice de
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interacdo resultante seria 0,33, indicando efeito sinérgico para a faixa de concentracéo
e proporcOes aplicadas. Neste cenario, a aplicacdo de softwares para analise de
sinergismo entre substancias possibilitam uma compreensao aprimorada dos efeitos da
associacdo em diferentes niveis por meio de extrapolacbes matematicas (CHOU;
MARTIN, 2005).

Em relacdo ao B-cariofileno, a associagdo com um anti-inflamatorio néo esteroide
(AINE) pode conferir um aumento da atividade anti-inflamatdria. Importante considerar
que os AINES, em sua maioria, sdo substancias ligeiramente lipofilicas. A
indometacina, por exemplo, apresenta coeficiente de particdo LogP de 4,3, valor
semelhante ao B-cariofileno, que possui LogP de 4,4 (PubChem CID: 3715 NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2019; PubChem CID:
52815152019). Desta forma, a semelhanca do carater lipofilico € indicativa da
capacidade de associacdo da indometacina com o B-cariofileno.

Se avaliado pelo ponto de vista de mecanismo de acdo, a indometacina atua na
inibicdo da cascata do acido araquidonico, especialmente na inibicdo da enzima COX-
2. Desta forma, este farmaco atuara de forma complementar ao pB-cariofileno,
potencializando o efeito anti-inflamatério. Seus efeitos estdo bem estabelecidos na
literatura cientifica e assim como o B-cariofileno, apresenta baixa permeacdo cuténea.
Diferentes estudos ja comprovaram que sua veiculagcdo em sistemas transdérmicos ou
na presenca de carreadores lipidicos, sua permeacdo cutanea é aumentada. Outra
vantagem da aplicacdo topica desta substancia é a minimizag&o dos efeitos colaterais,
em comparacdo a sua administracdo por via oral (EL-LEITHY; IBRAHIM; SOROUR,
2015; MIKULAK; VANGSNESS; NIMNI, 1998; SHAKEEL et al., 2010).

2.2.1.1 Principios de Métodos para Avaliacdo in vitro e in vivo da Atividade Anti-

inflamatoria

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatorio in vitro sdo empregados
majoritariamente métodos de cultivo celular. A exemplo, cultivo celular de macréfagos
murinos linhagem Raw 264.7 seguido da estimulacdo por lipopolissacarideo (LPS)

bacteriano. A presenca de LPS no microambiente celular promove a estimulacdo dos
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macrdfagos evidenciada pela liberagdo de mediadores inflamatérios, como perfil de
interleucinas pré-inflamatérias e liberacdo de &xido nitrico. Esses sinalizadores
ocasionam o crescimento acelerado das células, quando comparado aos controles sem
LPS. Em pratica, existem algumas variacdes dos protocolos experimentais acerca da
origem bacteriana do LPS e concentra¢Ges empregadas de LPS e células (YOON et al.,
2009). No entanto, algumas generalizacbes podem ser definidas na execucdo do

protocolo, como o desenho experimental basico composto por quatro etapas, sendo elas:

= Dial: cultivo celular dos macréfagos em placas apropriadas (por exemplo,
96 pocos);

= Dia 2: troca de meio de cultivo e adi¢do do agente estimulante, LPS;

» Dia 3: adi¢ao dos tratamentos e grupos controle;

» Dia4: Finalizagdo do experimento e avaliagdo da producdo de mediadores
inflamatorios (NO e perfil de interleucinas, se desejavel) e citotoxicidade

celular.

Conforme o protocolo exposto, esse modelo é apropriado para simulacdo de
quadros de inflamacdo aguda. Importante ressaltar que as limitacdes desse ensaio se
fundamentam nas limitagdes usuais dos ensaios com cultivo celular 2D, tais como,
interacOes celulares reduzidas em comparacdo ao cultivo 3D, auséncia de matriz
extracelular, restricdo da solubilidade e aplicacdo de cossolvente citotoxicos, presenca
de apenas uma linhagem celular. No entanto, esse ensaio é apontado como uma
ferramenta de screening Util para definicdo de concentrac@es dos ativos, otimizacdo da
composicdo de formulacgdes e a citotoxicidade dos cossolventes pode ser reduzida ou
compreendida pela analise paralela de grupos controle. E, ao se tratar de substancias
desconhecidas ou aquelas com informac®es escassas na literatura, este ensaio possibilita
a elucidacdo inicial de mecanismos de acdo por analises do perfil de citocinas e
interleucinas por ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) ou citometria de fluxo.

A quantificacdo de oOxido nitrico pode ser facilmente conduzida por técnicas
espectrofotométricas, baseada na reacdo desse mediador com reagente de Griess. Esse

reagente € composto por sulfanilamida (amina aromatica) e por dicloridrato de N-(1-
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naftil)-etilenodiamina. Inicialmente, os anions nitrito oriundos da resposta inflamatdria
dos macrdfagos reagem com a sulfanilamida, formando um sal diaz6nico, em meio
acido. Ap0ds, esse sal se liga ao reagente de acoplamento, dicloridrato de N-(1-naftil)-
etilenodiamina, formando um diazo composto de coloracdo rosea, o qual pode ser
facilmente mensurado por espectrofotometria (GREEN et al., 1982; JOUNG et al.,
2012). A obtencéo de coloracdo amarelada indica a presenca de baixas concentragdes
de d6xido nitrico no meio reacional, decorrentes da inibi¢cdo do processo inflamatorio
pelos tratamentos ou da morte celular (citotoxicidade). Neste sentido, é necessario
avaliar em conjunto os resultados da produgdo de NO e citotoxicidade (por exemplo,
por ensaio de MTT, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide),
uma vez que os macrofagos sdo essenciais para as defesas do organismo, uma substancia
anti-inflamatdria de interesse € aquela que reduz a acdo anti-inflamatdria, mas nao
ocasiona morte celular de forma expressiva.

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro pela técnica de MTT se fundamenta na
viabilidade mitocondrial para reducéo do sal de MTT (coloracdo amarela) em cristais
de formazan (coloracdo roxa) insolUveis em meio aquoso e mediada pela enzima
desidrogenase mitocondrial. Ou seja, células com dano mitocondrial ndo conseguem
realizar essa conversdo. Os cristais formados podem ser facilmente solubilizados com
dimetilsuféxido e a intensidade de coloracdo pode ser mensurada em espectrofotdmetro
(MOSMANN, 1983).

No que tange os modelos in vivo para avaliacdo de atividade anti-inflamatoria,
estes apresentam uma maior gama de possibilidades, pela aplicacdo de diferentes
espécies de animais, diferentes agentes indutores de processos inflamatérios e
mimetizacdo da inflamacdo associada a quadros patoldgicos distintos, por exemplo,
doencas respiratdrias e doencas articulares. As limitacdes desses modelos correspondem
a capacidade de translacdo dos resultados obtidos para humanos. No entanto, os modelos
in vivo apresentam vantagens em relacdo aos modelos in vitro por permitirem a
avaliacdo de diferentes desfechos (perfil de mediadores inflamatorios teciduais e
plasmaticos, andlise histoldgica, nocicepcdo, analise de comportamento, toxicidade

sistémica, entre outros) e avaliacdo da interacdo de diferentes componentes da resposta
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inflamatoria (sistema do complemento, componentes celulares, imunidade inata e
adaptativa, entre outros).

Ao longo do desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos, 0os modelos
in vivo foram fundamentais para a compreensdo de mecanismos de acao e screening de
eficicia e seguranca. Quando o objetivo do desenvolvimento € a avaliacdo da eficacia
por via topica, os modelos mais comumente empregados podem ser classificados em
modelo de edema de orelha e modelo de edema de pata. A Tabela 1 apresenta as
principais diferencas entre os modelos. Comparativamente, 0 modelo com maior tempo
de protocolo € o edema de orelha induzido pela aplicacdo de 6leo de croton. Desta forma,
ao se tratar de formulacGes projetadas com sistemas de liberagdo como nanoemulsées
ou nanoemuls@es espessadas em hidrogel, sugere-se que por este modelo o platé do
processo inflamatdrio se sobrepGe ao tempo necessario para liberacdo da substancia

ativa.

Tabela 1 — Principais modelos de inflamacao aguda in vivo empregados para avaliacdo
de substancias e formulagdes por via topica

Agente flogistico e via Tempo total médio

Modelo . . Referéncia
de administracéo do protocolo
Histamina, i
_ X 2h (GABOR, 2000)
via subcutanea
Acido araquiddnico, (CRUMMEY et al.,
via topica 1h 1987; YOUNG et al.,
1984)
Capsaicina*, ) )
Edema de orelha p . 30 min (GABOR, 2000)
via topica
Fenol**, i
. 1h (GABOR, 2000)
via topica
Oleo de croton***,
L 6h (TUBARO et al., 1985)
via topica
Carragenina, 4h (WINTER; RISLEY;
intraplantar NUSS, 1962)
Edema de pata .-
Dextran sulfato de sodio, oh (LO; ALMEIDA;
intraplantar BEAVEN, 1982)
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* Possibilita a avaliacdo de mediadores ndo oriundos da cascata do acido araquidénico
— reacdo inflamatoria neurogénica via receptores TRPV-1; ** Semelhante a dermatite
de contato; *** Modelo de triagem para anti-inflamatérios nédo-esteroides (AINES) e
corticoides.

O oleo de créton € obtido de diferentes espécies vegetais e desempenha seu efeito
irritativo através da acdo de substancias como 12-o-tetracanoilforbol-13-acetato (TPA)
e ésteres de forbol. O TPA ativa a proteina quinase C, que por sua vez ativa a proteina
quinase ativada por mitogeno e a enzima fosfolipase A2. Na sequéncia, ocorre a ativacao
do fator plagquetério e a cascata do acido araquidénico, com formacao de mediadores
inflamatorios decorrente da acédo de ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) e 5-lipoxigenase
(PATEL; GOWDA, 2012). Considerando o exposto, este € um modelo in vivo versatil

que permite a avaliacdo de substancias anti-inflamatdrias de diferentes classes.

2.2.2 Sistemas Nanoemulsionados

As nanoemulsdes sdo definidas como sistemas dispersos, formados por uma fase
aquosa e uma fase oleosa, estabilizados por tensoativos e co-tensoativos. Estes sistemas
podem ser do tipo A/O (fase interna aquosa) ou O/A (fase interna oleosa), em que as
goticulas dispersas apresentam tamanho entre 200 e 500 nm (ALMEIDA; TEIXEIRA,;
KOESTER, 2008; SINGH et al., 2017). O tamanho de goticula reduzido permite o
aumento da permeacdo cutanea e a utilizacdo de sistemas O/A, confere maior
estabilidade para compostos volateis como o B-cariofileno, reduzindo possiveis perdas
do teor por volatilizacdo (JAISWAL; DUDHE; SHARMA, 2015; SHAKEEL et al.,
2012).

A opcdo pelo uso deste sistema em detrimento a outros carreadores
nanoemulsionados ou poliméricos (como as nanocapsulas, NC) que também poderiam
promover, por suas caracteristicas, um grau de protecdo ainda maior, reside
especialmente em fatores inerentes a preparacdo desses sistemas. Os sistemas
nanolipidicos sélidos, por exemplo, necessitam do emprego de calor, para a fusdo dos
lipideos solidos, enquanto as NC necessitam geralmente do emprego de solvente

organico, para solubilizacdo do polimero, mas que necessita ser removido
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posteriormente, nos processos de manufatura. Tais condi¢Bes sdo desfavoraveis quando
substancias volateis estdo envolvidas, pois pode ocorrer a degradacdo dos componentes
bioativos nesses processos. As nanoemulsdes séo sistemas, portanto, mais simples, que
podem ser preparados na auséncia de calor, e de acordo com uma revisao da literatura
recente, sdo 0s sistemas mais empregados para veicular éleos volateis (DE MATOS;
LUCCA; KOESTER, 2019).

A Unica desvantagem que pode ser associada as nanoemulsdes é o tempo de
residéncia na pele, devido a viscosidade relativamente reduzida, quando comparada a
outras formulagbes tambem administradas pela via tdpica. Porém, essa desvantagem
pode ser contornada ao adicionar um polimero com propriedade gelificante, formando
assim um nanoemulgel. O aumento na viscosidade confere um aumento na bioadeséo e
consequentemente aumenta o tempo de residéncia sobre a pele (CHELLAPA et al.,
2015; PRAJAPATI, 2018).

Os nanoemulgéis consistem em nanogoticulas dispostas em uma matriz
polimérica. A obtencdo € divida em duas etapas principais, sendo elas o preparo da
nanoemulséo e adi¢do do polimero na nanoemulsdo (CHOUDHURY et al., 2017). Ap6s
aplicacdo cutanea, as goticulas da nanoemulsdo se desprendem da matriz polimérica,
penetram no estrato cérneo e permeiam pelas demais camadas. Adicionalmente, os
nanoemulgéis também contribuem para melhor aceitabilidade pelo paciente, pois
formulacdes com maior tempo de residéncia no sitio de aplicacdo necessitam de menor
frequéncia de administracdo (KAUR; BEDI; NARANG, 2017; PRAJAPATI, 2018).

2.2.3 Microagulhas Dissolviveis

As microagulhas (MN) sdo dispositivos formados por uma base continua e
projecdes em escala micrométrica no formato de agulhas de diferentes geometrias com
altura entre 25 e 2000 um. Esses dispositivos podem ser compostos por diferentes
materiais e podem ser aplicados para administracdo de farmacos ou substancias
terapéuticas, para imunizacdo (vacinas) e para monitoramento em tempo real de
biomarcadores (sensores) (ALIMARDANI et al., 2021; AVCIL; CELIK, 2021).
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Dados de analise de mercado estimam o mercado de MN no campo de sistemas
de liberacdo de substancias em USD 5,7 bilhdes (ano base 2021) com projecOes para
USD 10,14 bilhdes até 2030, com taxa de crescimento anual composto em 6,5%. Deste
percentual de mercado, 35% corresponde a dispositivos para liberacéo de farmacos, 23%
para vacinas, 11% para tratamento de cancer, 10% de dispositivos para manejo da dor e
9% para principios ativos dermatolégicos, com predominio de participacdo da América
do Norte (STRATEGIC MARKET RESEARCH, 2021). Entre os tipos MN utilizados
para liberacdo de substéncias, os principais sdo: MN sdlidas, revestidas, ocas,
dissolviveis e formadoras de hidrogel (ALIMARDANI et al., 2021). A Figura 3 ilustra

a liberacdo de substancias a partir de cada tipo de MN.

—
L

CALAA A L\ LL I i1

Formadoras

Solidas Revestidas Ocas Dissolviveis :
de hidrogel

Figura 3 — Tipos de microagulhas para administracdo de farmacos ou substancias.
Fonte: Adaptado de Alimardani et al. (2021)

As MN solidas normalmente sdo compostas por materiais metélicos, como silicio
e titanio, e sdo aplicadas como pré-tratamento. Apos a formacédo de microporos na pele,
as substancias ativas sdo aplicadas na forma de preparacdes semissélidas ou adesivos
transdérmicos. Semelhantes as MN sélidas, as MN revestidas sdo formadas por agulhas
metéalicas que recebem uma etapa de revestimento polimérico no qual estardo dispersas
as substancias ativas. Ap0s a penetracdo na pele, a MN € removida e a substancia
liberada a partir do polimero retido na pele. Ainda no contexto das MN com materiais
metalicos, as MN ocas apresentam microcanais da base até o apice das agulhas, sendo
as substancias liberadas na forma liquida a partir de um reservatorio (ALDAWOOQOD;
ANDAR; DESAI, 2021).
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Os dois ultimos tipos correspondem as MN poliméricas, classificadas em
dissolviveis e formadoras de hidrogel. As MN poliméricas apresentam as substancias
ativas dispersas na matriz, que ao entrar em contato com a pele se dissolve rapidamente.
Ja as MN formadoras de hidrogel intumescem em contato com a pele, liberando
lentamente as substancias por sistema gradiente. As MN poliméricas apresentam como
vantagem a aplicacdo em Unica etapa e capacidade de modulacéo da taxa de liberacdo
por modifica¢Bes dos polimeros, geometria das agulhas e associacdo das substancias em
sistemas nanoestruturados (ALDAWOOD; ANDAR; DESAI, 2021; WAGHULE et al.,
2019). Ademais, as MN dissolviveis ndo resultam em residuos perfurocortantes (JUNG;
JIN, 2021).

Em relacdo aos métodos de obtencdo das microagulhas dissolviveis, 0 método
mais empregado € a micromoldagem. Por esta técnica a mistura dos polimeros e
substancias em solucéo é transferida para um molde com dimensfes e geometria das
agulhas pré-definidas. Para tal, é necessaria a producdo prévia de moldes mestre e a
partir destes os contramoldes (micromoldes) que serdo efetivamente empregados na
obtencdo das MN dissolviveis (DONNELLY et al., 2011).

O molde mestre (master mold), normalmente formado por compostos metalicos
ou poliméricos, pode ser obtido por HEDM (electrical discharge machining)
(JANPHUANG et al., 2018), por foto ou estereolitografia (WANG et al., 2021) e por
impresséo 3D (DABBAGH et al., 2021; KRIEGER et al., 2019). Adicionalmente,
microagulhas s6lidas comerciais podem servir como molde mestre (BAL et al., 2010;
SRIVASTAVA; THAKKAR, 2020). A partir do micromolde sdo preparados
contramoldes (female mold) de polidimetilsiloxano (PDMS).

Alguns estudos ja descreveram a viabilidade de obtencdo direta das MN
dissolviveis por impressdo 3D (JOHNSON; PROCOPIO, 2019; LUZURIAGA et al.,
2018). Contudo, para a aplicacdo da impressédo 3D a substancia devera permanecer
estavel na temperatura e condi¢des do processo de cura polimérica. Em relacdo as MN
dissolviveis para administracdo de substancias lipofilicas volateis, a micromoldagem é
0 método mais adequado por permitir a realizacdo de todos os processos a temperatura

ambiente ou inferior.
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2.2.3.1 Integracdo de Sistemas Nanoestruturados e Microagulhas Dissolviveis

As microagulhas dissolviveis sdo constituidas de polimeros hidrossollveis,
preferencialmente biodegradaveis e biocompativeis, sendo comumente empregados
polivinil alcool (PVA), polivinilpirrolidona (PVA), quitosana, derivados de celulose e
hialuronato de sddio. Esses podem ser combinados em diferentes proporcées, além de
apresentarem uma vasta gama de pesos moleculares e em alguns casos, graus de
hidrolise. Tais aspectos impactam diretamente nas caracteristicas mecanicas das agulhas
e perfil de liberacdo dos farmacos associados e devem ser considerados na etapa de
desenvolvimento (WEIMER; ROSSI; KOESTER, 2021).

Conforme abordado, as matrizes séo hidrofilicas e podem apresentar restricdes
para a veiculacdo de compostos lipofilicos no que tange a estabilidade desses compostos
e uniformidade de distribuicdo na matriz. Entre as alternativas exploradas na literatura,
a partir de 2010, surgiram estudos de veiculacdo de compostos lipofilicos em sistemas
nanoestruturados seguida da posterior integracdo em microagulhas poliméricas
(WEIMER; ROSSI; KOESTER, 2021). No entanto, a combinacao dessas tecnologias
emergentes deve ser acompanhada de ensaios de caracterizacdo e pode ser beneficiada
pelo emprego de ferramentas de Quality by Design (QbD, qualidade pelo desenho) que
buscam identificar e controlar atributos criticos da qualidade vinculados as
caracteristicas intrinsecas dos materiais empregados e de varidveis do processo
(BRASIL, 2019; INTERNATIONAL COUNCIL FOR HARMONISATION, 2006,
2009).

Em relacdo ao método de producdo em escala laboratorial, a Figura 4 apresenta
um esquema gréfico das principais etapas de producédo de microagulhas dissolviveis em
associacdo com sistemas nanoestruturados por micromoldagem, com as respectivas
avaliacOes experimentais. As etapas de desenvolvimento se dividem em (i) preparo do
micromolde em polidimetilsiloxano (PDMS) a partir do molde mestre, (ii) obtencao dos
sistemas nanoestruturados, mistura com as dispersdes poliméricas e preenchimento do
micromolde, (iii) caracterizacdo do perfil de qualidade do dispositivo (DONNELLY et
al., 2011; LEE; PARK; PRAUSNITZ, 2008; PARK et al., 2007).
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Molde mestre 1. Obtengao dos moldes

£ . =  Molde mestre de silicio por fotolitografia,
I\ impressao 3D — estereolitografia (SLA)
f\ Ahhl = Utilizagc&o de MN metalicas comerciais
S como molde mestre

Molde PDMS =  Produgéo dos contramoldes de PDMS
Sistemas 2. Obtencéo dos sistemas
nanoestruturados nanoestruturados e mistura na matriz
polimérica

= Desenvolvimento de sistemas

7 Polimeros nanoestruturados lipidicos, polim?r@cos
biocompativeis e _ ou |norg'an|cos
L = @ = A biodegradaveis = Selegao de polimeros
¥ Avaliagé@o da compatibilidade entre o
nanosistema e a matriz polimérica

J

Processo de micromoldagem

3. Caracterizagao do perfil de
gualidade da MN dissolvivel

= Caracterizagdo microscopica

=  Propriedades mecanicas

= Inser¢do cutanea in vitro

= Perfil de liberagéo e dissolugao in vitro

Microagulha dissolvivel = Perfil de deposicéo cutanea
contendo sistema = Avaliagdo de estabilidade do nanosistema
nanoestruturado

Figura 4 - Fluxograma das principais etapas do desenvolvimento da microagulha
polimérica em associagcdo com sistema nanoestruturado.

Figura elaborada com os recursos do Biorender.com

2.3 QUALITY BY DESIGN NO DESENVOLVIMENTO FARMACEUTICO

O desenvolvimento de sistemas avancados para liberacdo de substancias, e que
envolvem muitas etapas de manufatura ou condigdes distintas de producdo com
diferentes pontos criticos de qualidade, pode se beneficiar pela aplicacdo de elementos
e ferramentas de Quality by Design. O termo QbD foi cunhado em 1960 por Joseph M.
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Jurran que defendia que os problemas associados aos produtos eram decorrentes das
etapas de desenvolvimento. Além disso, a qualidade dos produtos e a adequacdo dos
mesmos ao uso pretendido poderiam ser asseguradas pela aplicagdo de processos
sistematizados fundamentados na andlise de risco e métodos estatisticos (BEZERRA,;
RODRIGUES, 2017; CASTILLO-HENRIQUEZ et al., 2022).

No ambito do desenvolvimento farmacéutico, os elementos e ferramentas de
QbD foram introduzidos pela Food and Drug Administration (FDA) em 2002, seguido
da European Medicines Agency (EMA) e Pharmaceuticals and Medical Devices Agency
(PDMA), sendo efetivamente implementados a partir de 2012. No Brasil, 0s termos
relacionados ao QbD foram inseridos na pratica farmacéutica a partir da publicacéo da
RDC n° 301 de 2019, visando a adesdo da ANVISA ao Esquema de Cooperacdo em
Inspecdo Farmacéutica (Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme, PIC/S).
Além disso, as agéncias regulatorias mencionadas utilizam como base 0s guias da
International Conference on Harmonisation (ICH) para implementacdo do QbD
(BRASIL, 2019).

Os trés guias principais da ICH sobre QbD sdo: ICH Q8 — Desenvolvimento
farmacéutico, ICH Q9 — Gerenciamento do risco da qualidade e ICH Q10 — Sistema
Farmacéutico da qualidade (INTERNATIONAL COUNCIL FOR
HARMONISATION, 2006, 2007, 2009). Na pratica, 0 QbD ¢ dividido em elementos e
em ferramentas. Os elementos direcionam os objetivos do projeto e a adequabilidade as
necessidades do paciente (uso pretendido), identificando os pontos criticos de controle.
Ja as ferramentas constituem instrumentos para monitoramento e controle sistematico
dos pontos criticos. Em suma, o QbD permite assegurar a qualidade pelo controle das
variaveis durante o processo de producédo e, consequentemente, assegurar a eficacia e
seguranca de medicamentos (LEE et al., 2022).

A Tabela 2 apresenta a relagéo dos elementos e ferramentas do QbD farmacéutico
(LEE et al., 2022-; YU et al., 2014).
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Tabela 2 — Elementos e ferramentas do Quality by Design aplicados ao
desenvolvimento farmacéutico

Classificacao

Definicéo

Elementos

Ferramentas

Perfil do produto (Quality target

product profile, QTPP)
Atributos criticos da qualidade

(Critical quality atributes, CQA)

Atributos criticos do material

(Critical material attributes, CMA)

Pardmetros criticos do processo
(Critical process parameters,
CPP)

Espaco do projeto (Design space,

DS)

Planejamento experimental
(Design of experiments, DoE)

Avaliacdo do risco (Risk
assessement, RA)

Técnicas analiticas do processo
(Process analytical techniques,
PAT)

Atributos finais do produto acabado e
que garantem a eficécia e seguranca.
Descrevem as propriedades fisico-
quimicas e microbioldgicas ideias para
assegurar a qualidade do produto. Os
CQA estdo correlacionados com o0s
CPP/CMA e determinam o QTPP.
Descrevem os atributos minimos de
qualidade das matérias-primas.
Avaliam o impacto na qualidade do
produto final causados por variacdes
nos parametros do processo.

Espaco virtual onde sdo avaliadas as
interacdes entre as varidveis do
processo e seus parametros.

Aplicacdo de  programas  para
planejamento experimental. Permitem
a otimizacéo dos
experimentos/processos e avaliacdo
das interacOes das varidveis envolvidas
(DS).

Auxiliam na identificacdo de fontes de
variagOes e na priorizacdo dos pontos
dos processos a serem investigados.
Sé& exemplos de ferramentas:
diagrama de Ishikawa e andlise da
arvore de falhas.

Constituem ferramentas de controle de
processo que empregam analise
estatistica desde o planejamento dos
experimentos, aquisi¢do e analise dos
dados.
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CAPITULO 1| AVALIACAO DO POTENCIAL EFEITO SINERGICO ENTRE
B-CARIOFILENO E INDOMETACINA VEICULADOS EM SISTEMAS
NANOEMULSIONADOS PARA ADMINISTRACAO TOPICA CUTANEA







APRESENTACAO - CAPITULO 1

O Capitulo 1 esta dividido em duas partes principais, contemplando um artigo sobre
a avaliacdo do efeito sinérgico em modelo in vitro e uma e uma Short Communication
com a descri¢do dos resultados de estudos in vivo, ambos publicados em periddicos

de impacto internacional.

- Artigo experimental: O artigo “Co-delivery of Dbeta-caryophyllene and
indomethacin in the oily core of nanoemulsions potentiates the anti-inflammatory
effect in LPS-stimulated macrophage model”, publicado no periédico European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics (FI 4,90), compreende a avaliacédo
do efeito sinérgico entre B-cariofileno e indometacina, veiculados em nanoemulsdes
topicas. Para elucidacdo do efeito sinérgico foi empregado o modelo in vitro de
inflamacdo por estimulacdo de macréfagos (RAW 264.7) com LPS e ensaios
complementares para evidenciar o perfil de seguranca preliminar das formulag6es

desenvolvidas.

O artigo na versdo completa da Tese compreende o intervalo de paginas de 65-

80 e poderé ser consultado na integra pela referéncia descrita abaixo.

WEIMER, P.; KIRSTEN, C.; LOCK, G. A. et al. Co-delivery of beta-caryophyllene
and indomethacin in the oily core of nanoemulsions potentiates the anti-inflammatory
effect in LPS-stimulated macrophage model. Eur J Pharm Biopharm. v. 191, p.
114-123. 2023. doi: 10.1016/j.ejpb.2023.08.020.

- Short Communication: Esta secdo compreende descricdo da metodologia e
resultados referentes a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio de nanoemulgeis de
pB-cariofileno e indometacina pelo modelo in vivo de edema de orelha induzido por

6leo de créton. Os dados sdo apresentados na forma de Short Communication
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intitulada “Association effect of the phytocannabinoid beta-caryophyllene and
indomethacin carried in topical nanoemulgels: an evaluation by in vivo anti-

inflammatory model”, publicada no periédico Natural Product Research (FI 2,20).

A Short Communication na versdo completa da Tese compreende o intervalo

de paginas de 81-99 e poderéa ser consultado na integra pela referéncia descrita abaixo.

WEIMER, P.; LOCK, G. A.; NUNES, K. A. A. et al. Association effect of the
phytocannabinoid beta-caryophyllene and indomethacin carried in topical
nanoemulgels: an evaluation by in vivo anti-inflammatory model. Natural Products
Research. v. 21, p. 1-7. 2024. doi: 10.1080/14786419.2024.2317887.
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CAPITULO 1| ARTIGO EXPERIMENTAL

Co-delivery of beta-caryophyllene and indomethacin in the oily core of
nanoemulsions potentiates the anti-inflammatory effect in LPS-stimulated

macrophage model

European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 2023, 191, August, 114-123.
https://doi.org/ 10.1016/j.ejpb.2023.08.020 | FI 4,90
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CAPITULO 1| SHORT COMMUNICATION

Association effect of the phytocannabinoid beta-caryophyllene and indomethacin

carried in topical nanoemulgels: an evaluation by in vivo anti-inflammatory model

Natural Products Research, 2024, 21, February, 1-7.
https://doi.org/ 10.1080/14786419.2024.2317887 | FI 2,2
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CAPITULO 2 | PROTOTIPAGEM DE MICROAGULHAS DISSOLVIVEIS EM
ASSOCIACAO COM SISTEMAS NANOEMULSIONADOS PARA
LIBERACAO TRANSDERMICA DE B-CARIOFILENO







APRESENTACAO CAPITULO 2

O Capitulo 2 apresenta os resultados gerados durante o desenvolvimento de

microagulhas poliméricas, contendo:

- Artigo de revisdo: O artigo de revisdo intitulado “Dissolving microneedles
developed in association with nanosystems: A scoping review on the quality
parameters of these emerging systems for drug or protein transdermal delivery”,
publicado no periddico Pharmaceutics (FI 6,23), aborda uma revisao de escopo sobre
0 panorama de microagulhas poliméricas dissolviveis desenvolvidas em associagéo
com sistemas nanoestruturados e o0s métodos empregados para avaliacdo e

caracterizacdo desses dispositivos.

O artigo na versdao completa da Tese compreende o intervalo de paginas de

105-148 e podera ser consultado na integra pela referéncia descrita abaixo.

WEIMER, P.; ROSSI, R.C.; KOESTER, L. S. Dissolving microneedles developed
In association with nanosystems: A scoping review on the quality parameters of these
emerging systems for drug or protein transdermal delivery. Pharmaceutics. v. 13,
1601. 2021. doi: 10.3390/pharmaceutics13101601.

- Manuscrito experimental: O manuscrito "Micro-nano: development of dissolving
microneedle based on Quality by Design approach for transdermal release of a
nanoemulsified volatile compound"” descreve o desenvolvimento de um dispositivo
micro-nano dérmico com emprego de duas tecnologias, microagulhas e sistema

nanoemulsionado, objetivando a liberagao transdérmica do B-cariofileno.



O manuscrito experimental na versdo completa da Tese compreende o
intervalo de péginas de 149-196, sendo a respectiva se¢do suprimida nesta verséo por

conter dados a serem publicadas em periddico de impacto internacional.



CAPITULO 2 | ARTIGO DE REVISAO

Dissolving microneedles developed in association with nanosystems: A scoping
review on the quality parameters of these emerging systems for drug or protein

transdermal delivery

Pharmaceutics 2021, 13, 1601. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13101601 | FlI
6,525
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CAPITULO 2 | MANUSCRITO EXPERIMENTAL

Esta secdo compreende o manuscrito “Micro-nano: development of dissolving
microneedle based on quality by design approach for transdermal release of a
nanoemulsified volatile compound” a ser submetido em periodico de alto fator de

impacto.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSAO






4 DISCUSSAO GERAL

O B-cariofileno é um composto de origem natural, mas por sintese organica é
possivel obté-lo em escala industrial e com alto grau de pureza. Associada a facilidade
de obtencdo deste sesquiterpeno, sua acdo multialvo desperta interesse cada vez maior
da comunidade cientifica (JHA et al., 2021; SHARMA, Charu et al., 2016). Ao longo
desta tese de doutorado foram destacadas suas principais atividades, mecanismos de
acdo, bem como, as limitagdes fisico-quimicas no emprego deste composto bioativo
como alternativa terapéutica, ainda no estagio prée-clinico.

De acordo com as definicbes do sistema de classificagdo biofarmacéutica e
caracteristicas intrinsecas do [-cariofileno, tais como, baixa solubilidade, baixa
biodisponibilidade e moderada lipofilia, este composto é enquadrado na classe V.
Apesar de constituir uma desvantagem para veiculagdo em formas farmacéuticas
convencionais, os ingredientes farmacéuticos ativos das classes Il e 1V sdo desejaveis
no desenvolvimento de sistemas nanoemulsionados (ANAND et al., 2019;
KAWABATA et al., 2011).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa verificaram a viabilidade de
veiculacdo do P-cariofileno em nanoemulsdes do tipo O/A, e, igualmente, o
espessamento das nanoemulsdes com diferentes agentes poliméricos (PETERLE et al.,
2020; WEIMER et al., 2022). Tanto nos estudos conduzidos com o B-cariofileno na sua
forma isolada, quanto como composto majoritario (35 — 41%) na oleorresina de
Copaifera multijuga Hayne, foi evidenciada a potencializacdo de efeito anti-
inflamatorio e cicatrizante dos sistemas nanoemulsionados desenvolvidos (LUCCA et
al., 2017; PETERLE et al., 2020; WEIMER et al., 2022). Tendo em vista que todos 0s
sistemas almejavam a aplicacdo topica, estudos complementares demonstraram que a
potencializacao desses efeitos farmacologicos in vivo estava associada as mudancas nos
perfis de permeacdo/retencdo cutdnea. Sem estar veiculado no sistema
nanoemulsionado, o B-cariofileno permaneceu retido no estrato corneo e epiderme,

atingindo as camadas mais profundas (derme) somente mediante a veiculagéo.
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Considerando os resultados dos estudos anteriores e a expertise do N0sso grupo
de pesquisa no desenvolvimento de sistemas nanoemulsionados, optou-se por direcionar
as pesquisas para a potencializacdo do efeito anti-inflamatorio topico de nanoemulsdes
de B-cariofileno espessadas ou ndo em hidrogel. Uma vez que o B-cariofileno pode ser
empregado como um substituto de triglicerideos biologicamente inertes e comumente
utilizados para formacéo do nucleo oleoso desses sistemas, surgiu a hipdtese de associar
o farmaco indometacina com o B-cariofileno e investigar possivel efeito sinérgico. A
avaliacdo do efeito sinérgico pela lei de acdo das massas e aplicacdo do software
CompuSyn nessa tese foi pioneira dentro do nosso grupo de pesquisa. Ademais, devido
as restricdes impostas pelo carater emergencial da pandemia de SARS-CoV-2,
priorizou-se inicialmente a conducdo dos estudos in vivo, diferindo da ordem dos
resultados apresenta no Capitulo 1 (estudos in vitro e apés in vivo), decisdo amparada
nos estudos experimentais do grupo de pesquisa.

A primeira versdo aprovada do projeto (n° 39482) junto & Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-UFRGS) descrevia a condugdo do estudo de sinergismo em
quatro etapas: (1) estudo piloto, (2) elaboracdo das curvas dose-resposta, (3) avaliagdo
do sinergismo e (4) confirmacéo do efeito sinérgico com a formulacao otimizada, sendo
todos os experimentos previstos em camundongos da linhagem BALB/c, ja utilizada em
outros estudos. No entanto, devido a impossibilidade de aquisi¢do dessa linhagem foi
necessario conduzir os experimentos com a linhagem CF-1 (ANEXO D - Adendo 1). A
atividade anti-inflamatéria do nanoemulgel de B-cariofileno foi inferior na nova
linhagem, em comparacao com estudo anterior. Ademais, na tentativa de maximizar o
efeito farmacoldgico, foram elaborados nanoemulgéis com a concentracdo maxima de
pB-cariofileno e indometacina no ndcleo oleoso, correspondendo a 20,0% m/m e 1,0
mg/mL, respectivamente (proporgao 200:1).

Importante ressaltar que no estudo conduzido com a linhagem BALB/c foi
aplicado como agente flogistico &cido araquidénico, o qual implica em tempo total de
avaliacdo de 2 h (WEIMER et al.,, 2022; YOUNG et al., 1984). Neste ponto,
considerando o0 tempo necessario para penetracdo e permeacdo do sistema
nanoemulsionado na pele, assim como, liberagdo do B-cariofileno a partir do nucleo

oleoso, as formulacdes deveriam ser aplicadas antes da inducgéo, caracterizando uma
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condicdo experimental de pré-tratamento. Para contornar essa problematica, optou-se
por aplicar 6leo de créton como agente indutor. O O6leo de croton foi utilizado
anteriormente na linhagem CF-1 para avaliacdo de nanoemulsdes do 6leo essencial de
Aniba canelilla (Kunth) Mez espessadas em hidrogel (KREUTZ et al., 2023). Como
vantagem, o 6leo de croton apresenta o platé do quadro inflamat6rio em 6 h, ou seja, as
formulacdes podem ser administradas apos a inducdo (condicdo experimental de
tratamento).

Conforme j& explorado na Short Communication (Capitulo 1), o efeito
antagoOnico inesperado entre B-cariofileno e indometacina pode ser decorrente de um
conjunto de variaveis: especificidades do modelo animal (linhagem e agente flogistico)
¢ propor¢do de p-cariofileno e indometacina empregada. No que tange as
especificidades do modelo animal ndo foram encontradas evidéncias na literatura
cientifica que pudessem elucidar as hipoteses. Indubitavelmente, novas perguntas de
pesquisa surgiram a partir dos resultados, por exemplo, os compostos diterpénicos
presentes no Oleo de croton podem interferir no perfil de permeagdo do B-cariofileno?
Ou, o B-cariofileno pode favorecer a permeacdo e potencial irritante do 6leo de croton?

Ensaios preliminares de irritabilidade do 6leo de croton em combinagdo com [-
cariofileno (dados ndo apresentados) sobre a membrana corioalantoide de ovos
embrionados (HET-CAM) ndo demonstraram efeitos irritantes dessa combinagdo. No
entanto, o tempo de exposicado é reduzido e a mistura extremamente lipofilica. Portanto,
estudos complementares de permeacao e irritagdo cutdnea podem ser conduzidos em
futuros estudos para responder a essas questdes. Enquanto isso, apesar de ser um modelo
difundido no screening de atividade inflamatoria, o edema de orelha induzido por 6leo
de croton deve ser aplicado com cautela quando se trata da avaliacdo de compostos com
unidades de isopreno (terpénicos). Uma vez que o 6leo de créton pode apresentar
composicdo varidvel e decorrente da fonte de extracdo e compostos terpénicos
eventualmente presentes nesse Oleo podem interferir no perfil de permeacdo de
compostos da mesma classe. Tal hipotese foi elencada a partir de um estudo conduzido
pelo nosso grupo de pesquisa, no qual foi verificada modificacdo do perfil de permeacao
cutanea de B-cariofileno e oxido de cariofileno quando aplicados na forma isolada ou

como oleorresina de Copaifera multijuga (WEIMER et al., 2022). Tracando um
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paralelo, a hipotese da influéncia da composicdo do 6leo de croton sobre a permeacéo
de compostos terpénicos podera ser aprofundada em futuros estudos com o devido
delineamento de grupos controle.

A fim de investigar o efeito sinérgico por outro método que permitisse a avaliacdo
de uma faixa ampla de concentracdes para elaboragdo das curvas dose-resposta, foi
implementado o ensaio anti-inflamatorio in vitro com macrofagos murinos estimulados
por LPS (YOON et al., 2009). Os macréfagos quando estimulados produzem
mediadores inflamatorios, incluindo a liberacédo de 0xido nitrico que pode ser facilmente
mensurado por métodos espectrofotométricos. Contudo, a experiéncia revelou a
necessidade de alguns cuidados durante a sua aplicagcdo. Sempre que avaliada a atividade
anti-inflamatoria, deverd ser mensurado concomitantemente o percentual de
citotoxicidade, uma vez que a inibicdo da producéo de 6xido nitrico pode ser decorrente
da morte celular. Neste caso, substancias anti-inflamatorias ndo devem comprometer de
forma expressiva a viabilidade celular, pois macréfagos constituem células de defesa
dos organismos. Os resultados dos sistemas nanoemulsionados devem ser analisados
com cautela e sempre deverdo ser investigados possiveis efeitos das nanogoticulas no
espalhamento ou absorcéo da luz (espectrofotometria), pelo emprego de grupos controle
adequados.

Durante a determinacao do sinergismo por aplicagdo do software CompuSyn séo
realizadas extrapolacdes a partir dos dados experimentais, obtendo-se assim o indice de
combinacdo. Ou seja, o resultado encontrado é dependente das faixas de concentragdes
e propor¢des de combinacdo entre as substancias. Conforme o método de Chou-Talalay,
faixas amplas de combinacdes, incluindo combinacdes entre 1Cs0/16 até duas ou quatro
vezes 0s valores de I1Cso possibilitam melhor compreensdo do efeito combinatério (Fa
0,05 a 0,95) (CHOU, 2006). Porém, o cultivo celular 2D apresentou restricbes para
aplicagdo de altas concentragdes de B-cariofileno, como separacdo da fase lipofilica
(morte celular por impedimento das trocas gasosas com o ambiente externo) ou
concentragdo elevada de cossolventes como DMSO ou surfactantes (morte celular pelo
cossolvente). Desta forma, em estudos de associacdo, o resultado sempre devera ser

reportado em conjunto com as concentracdes e proporcdes aplicadas.
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Com base no potencial farmacoldgico do B-cariofileno e sua acdo agonista em
receptores CB2 (KLAUKE et al., 2014), o segundo capitulo desta tese de doutorado
avaliou o desenvolvimento de um dispositivo transdérmico, visando futura aplicacdo em
quadros de dor inflamatdria crénica. Nessa tematica, a exploracdo de novos alvos
terapéuticos, como os receptores CB2, pode implicar em beneficios terapéuticos para
sintomas ou condicBes cronicas, como osteoartrite, que carecem de alternativas
farmacoldgicas. Atualmente os fArmacos administrados para o tratamento de dor crénica
pertencem as classes de anti-inflamatorios ndo esteroides, corticoides, opioides,
antidepressivos triciclicos e ansioliticos analogos ao GABA (acido y-aminobutirico)
(BRASIL, 2012).

Todavia, ao se tratar de um sintoma ou condicdo clinica complexa, muitas vezes
€ necessario 0 emprego de sistemas farmacoldgicos de liberacdo modificada,
associacOes farmacologicas e administracdo por diferentes vias. Neste contexto, a via
transdérmica pode ser uma alternativa interessante para a administragdo do -
cariofileno, aumentando a disponibilidade deste sesquiterpeno nos receptores CB2 e
préximas ao sitio alvo.

Um dos sistemas mais recentes para a administracdo de substancias e que
possibilita a incorporacdo de sistemas nanoestruturados consiste nas microagulhas
poliméricas. As pesquisas em bases de dados indicaram a possibilidade de veiculagdo
de substancias hidrofilicas e lipofilicas nesses sistemas, porém a veiculacdo de
compostos volateis a temperatura ambiente € praticamente inexistente, bem como, a
veiculagdo de compostos liquidos a temperatura ambiente. Portanto, a entrega do f-
cariofileno a partir de sistema nanoestruturado disperso em microagulha polimérica para
acado em receptores CB2 caracteriza o carater inovador central dessa tese.

Atualmente, existem poucos estudos clinicos em andamento com microagulhas
(MN) configurando sistemas de liberagdo de fa&rmacos e substancias de origem proteica
(imunizacdo). Isso se deve a quatro fatores principais: necessidade de (1)
estabelecimento de guias e resolucdes especificos pelas agéncias regulatorias, (2)
dominio de técnicas de producdo estéril das MN ou baixa carga microbiana em escala
industrial, (3) desenvolvimento de métodos de controle de qualidade apropriados e (4)

reducdo do custo final do produto. Diante desses fatores, o primeiro passo, apés a
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escolha pelo desenvolvimento de MN polimérica nessa tese, consistiu na elaboracédo de
uma revisdo de escopo para mapeamento dos métodos e técnicas de controle de
qualidade empregados. Os dados compilados indicaram lacunas analiticas, como
numero reduzido de estudos que avaliam o doseamento dos compostos veiculados e que
verificam a manutencdo das caracteristicas nanométricas ap0s incorporagao na matriz
polimérica.

Considerando as particularidades desses sistemas e os desafios analiticos em sua
caracterizacdo, a aplicacdo dos elementos e ferramentas de Quality by Design (QbD)
podem promover a identificacdo e controle de pontos criticos de qualidade
(INTERNATIONAL COUNCIL FOR HARMONISATION, 2006, 2007, 2009). Além
disso, 0 emprego de QbD na pesquisa académica deve ser estimulado, tendo em vista
futuras possibilidades de licenciamento de patentes ou transferéncia de tecnologia.
Ainda, a aplicacdo de QbD contribui para posterior aprovacdo dos sistemas ou
medicamentos pelas agéncias regulatdrias, uma vez que este é um requerimento das
principais agéncias na avaliacdo de dossiés de novos produtos (BRASIL, 2022).

A participagdo na capacitacdo CATALISA — ICT, promovida pelo SEBRAE,
possibilitou identificar insights que foram aplicados em conjunto as ferramentas de
QbD, a fim de aproximar o dispositivo proposto as necessidades reais do mercado. O
primeiro passo experimental foi produzir moldes mestres com dimensbes e
caracteristicas geométricas adequadas para confeccao subsequente dos contramoldes de
polidimetilsiloxano (PDMS). Nessa etapa foram testadas diferentes técnicas e materiais,
como (a) aplicacdo de microagulhas sélidas ou poliméricas comerciais, (b) obtencédo de
moldes de silicio piramidais por fotolitografia, (¢) molde de fotorresina por impressdo
3D — técnica de estereolitografia e (d) molde de fotorresina por impressdo 3D — técnica
de estereolitografia mascarada. As duas primeiras ndo possibilitaram a obtencédo de
moldes com caracteristicas geométricas adequadas. Entre as técnicas de impressao 3D
avaliadas, a estereolitografia mascarada resultou em moldes com maior precisdo e
detalnamento geométrico requerido, sendo a escolhida. Importante destacar que a
obtencao direta das MN dissolviveis integrada com sistema nanoestruturado de [3-

cariofileno por impressdo 3D foi descartada, pois, as técnicas disponiveis implicariam
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na desestabilizagdo da nanoestrutura ou degrada¢ao do B-cariofileno (DABBAGH et al.,
2021; QUAN et al., 2020).

O segundo passo experimental consistiu na escolha dos polimeros e das
concentracfes de trabalho, bem como as proporcbes de combinagdo. Considerando,
informacBes como custo-beneficio, testes preliminares, dados da literatura e
caracteristicas como biocompatibilidade e biodegradabilidade, foram escolhidos o
alcool polivinilico (PVA) e polivinilpirrolidona (PVP). Amparado por ensaios de perfil
reoldgico e testes de preenchimento dos moldes, foram escolhidos os pesos moleculares,
proporgdes de combinacgéo e concentragdes de trabalho.

Conforme informac0es recuperadas e analisadas na revisao de escopo dessa tese,
existe um gama de sistemas nanoestruturados que podem ser integrados em
microagulhas dissolviveis. Portanto, o desenvolvimento de diferentes sistemas
nanoestruturados para veiculagdo do [-cariofileno consistiu no terceiro passo
experimental. Inicialmente foram considerados trés sistemas diferentes: (a)
nanocapsulas de nucleo lipidico, (b) carreadores lipidicos nanoestruturados e (c)
nanoemulsdes de B-cariofileno. O primeiro sistema, quando preparado por deposi¢édo
interfacial de polimero, conferiu teor de B-cariofileno abaixo do desejado, sendo esta
opcao descartada (FESSI et al., 1989; MIR et al., 2020). O segundo sistema ndo permitiu
a distribui¢do uniforme do B-cariofileno na matriz polimérica e, portanto, também foi
descontinuado. Ja a nanoemulsdo de B-cariofileno apresentou resultados promissores.
Para efetivamente comprovar a necessidade de veiculagdo do [-cariofileno em
nanoemulsao, foram realizados ensaios comparativos com o -cariofileno na sua forma
livre e emulsionada (emulsdo grosseira) misturados na dispersdo polimérica (dados ndo
apresentados). Como resultado, a nanoemulsdo conferiu maior homogeneidade de
distribuicdo do B-cariofileno na matriz polimérica e retardou a separacdo deste
sesquiterpeno.

Paralelamente e permeando as demais etapas experimentais, foram validados os
procedimentos de micromoldagem, incluindo temperaturas e pressdo de trabalho, e
foram instituidas todas as metodologias especificas para caracterizacdo das MN no
laboratorio, salvo analises de microscopias especiais realizadas por meio de parcerias.

Uma vez determinados os polimeros, sistema de veiculagdo do p-cariofileno e variaveis
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de processo, foi iniciado o desenvolvimento do sistema integrado por Quality by Design.
Inicialmente foi definido o perfil de qualidade alvo do produto em desenvolvimento,
apos foram mapeados os atributos criticos de qualidade, atributos criticos de materiais e
parametros criticos de processo, assim como, possiveis interacdes entre estes pelo
emprego de ferramentas de andlise de risco (Diagrama de Ishikawa e Matriz Estimada
de Risco). Este foi o primeiro trabalho conduzido com essas ferramentas na anéalise de
um sistema integrado de MN dissolvivel com nanoemulsdo, pois até 0 momento as
ferramentas de QbD eram empregadas para otimizacdo dos sistemas nanoestruturados,
antes da sua combinagdo com a matriz polimérica da MN (SRIVASTAVA; THAKKAR,
2020, 2021).

Apds o mapeamento prévio e definicdo dos fatores que seriam avaliados na etapa
de Design of Experiments (DoE) foi possivel obter uma formulacdo otimizada com a
veiculagdo de aproximadamente 1235 ug de B-cariofileno por dispositivo. Além disso,
0 sistema desenvolvido atendeu a todos os critérios de qualidade elencados nas fases
iniciais da abordagem de QbD. Esse trabalho foi pioneiro em evidenciar a capacidade
de veiculacdo e estabilidade de um composto sesquiterpénico nanoemulsificado, liquido
a temperatura ambiente, moderadamente lipofilico e volatil em uma MN hidrossoluvel.
N&o obstante, o desenvolvimento sistematico possibilitou a liberacédo transdérmica desse
composto, evidenciada pelos ensaios de liberacdo transdérmica in vitro com pele
porcina.

Por fim, o racional de desenvolvimento explorado nessa tese podera ser ampliado
para outros compostos de origem terpénica, e que carecem do emprego de estratégias
tecnoldgicas para viabilizar e potencializar sua acdo farmacoldgica. Assim como,
poderdo ser exploradas associagdes sinérgicas com o [-cariofileno entregue por meio

desse sistema integrado.
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5 CONCLUSAO

As caracteristicas fisico-quimicas do B-cariofileno limitam sua administragéo por
via oral. Na tentativa de promover a sua acdo farmacolégica multialvo, sistemas
nanoemulsionados destinados a aplicacdo topica e transdérmica foram investigados
nessa tese. Os resultados evidenciaram a potencializacdo do efeito anti-inflamatdrio in
vitro de nanoemulsdes de B-cariofileno. Ademais, foi verificado que a associacdo deste
sesquiterpeno com o anti-inflamatério ndo esteroide, indometacina, resultou em efeito
sinérgico dependente da proporcdo combinada. Os respectivos achados indicam
possibilidade de aplicagdo centrada no B-cariofileno como composto principal, mas
também como adjuvante multifuncional.

No segundo cenario, o B-cariofileno pode ser avaliado em futuros estudos como
substituinte dos triglicerideos de cadeia média ou outros 6leos inertes comumente
usados na composicao do nucleo oleoso de sistemas nanoemulsionados. Especialmente
quando os sistemas desenvolvidos visam a atividade anti-inflamatéria. No entanto, a
solubilidade e estabilidade do composto a ser combinado em B-cariofileno deverao ser
previamente investigadas.

Em relacdo a administragao transdérmica do 3-cariofileno, esta foi alcangada com
a integracdo de duas tecnologias na liberacdo de substancias ativas, a nanotecnologia e
as emergentes microagulhas dissolviveis. Por meio da ruptura fisica do estrato corneo e
dissolugdo da matriz polimérica da microagulha, torna-se possivel a liberagdo do B-
cariofileno préximo a circulacdo sanguinea. Ademais, os achados detalhados nessa tese
comprovam a viabilidade de veiculacdo de uma substancia moderadamente lipofilica e
volatil em uma matriz hidrossoluvel, a qual foi alcangcada com o emprego da abordagem

Quality by Design.
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APENDICE A — DESCRICAO DO RECONHECIMENTO DO ARTIGO DE
REVISAO PELO PATH CENTER OF EXCELLENCE FOR MICROARRAY
PATCH TECHNOLOGY

O PATH Center of Excellence for Microarray Patch Technology foi fundado em
1977, inicialmente com o nome de Program for the Introduction and Adaptation of
Contraceptive Technology (PIACT), sendo renomeado para PATH em 1981.
Atualmente, 0 PATH compreende equipes de pesquisadores, investidores e instituicdes
parceiras presentes em mais de 70 paises, que atuam em praticas para promocao da
salde, objetivando o avango da humanidade. Neste contexto, 0o PATH emprega esforgos
no desenvolvimento de microagulhas para entrega de vacinas e medicamentos essenciais
em ambientes de poucos recursos (PATH, 2022). Ademais, o PATH classifica os
adesivos transdérmicos que empregam microagulhas como uma tecnologia disruptiva,

com base em quatro premissas:

a) Aumento da cobertura e reducdo dos custos programaticos (em
comparacao as praticas de imunizagbes usuais);

b) Entrega de vacinas e farmacos sem agulhas, reduzindo o risco
associado aos utensilios perfurocortantes;

¢) Aumento da termoestabilidade, reduzindo os custos com refrigeracéo
durante transporte e armazenamento e permitindo o acesso as areas
remotas;

d) Facilidade de aplicacdo, incluindo a autoadministragéo.

Apesar do enfoque em plataformas para imunizacdo, a PATH monitora grupos
de pesquisa e instituicdes que trabalham no desenvolvimento de microagulhas,
formando um centro que atua para o aprimoramento da producéo e desenvolvimento de
microagulhas, aspectos regulatorios, disseminacdo dessa tecnologia e estratégias de
negocio. Apos a publicacdo da revisao de escopo, a PATH recomendou a revisdo para a

rede de pesquisadores e incluiu a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
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no mapa global dos desenvolvedores de microagulhas (Figura 1), até 0 momento nédo
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Figura 1 — Mapa dos desenvolvedores de microagulhas.

Fonte: PATH (2022), Disponivel em: <https://www.path.org/programs/mdht/mapresources/>.
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APENDICE B - PARTICIPACAO NO EDITAL CATALISA - ICT

O Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE) foi
instituido em 1972 com o objetivo de fomentar o empreendedorismo brasileiro, por meio
do apoio as micro e pequenas empresas e empreendedores individuais. Desde a sua
criacdo até 1990, o SEBRAE constituia uma entidade publica. Apos a publicacdo do
decreto n° 99.570, de 9 de outubro de 1990, o SEBRAE tornou-se uma instituicao
privada sem fins lucrativos, sustentada por repasses financeiros das maiores empresas
do pais. Atualmente, o SEBRAE conta com uma estrutura diversificada para o
atendimento dos empreendedores, contando com mais de 700 pontos de atendimento
fisico e plataformas online. Neste contexto, esta instituicdo fomenta e capacita o
empreendedorismo, buscando promover o desenvolvimento econdmico sustentavel no
pais através de parceria publico-privada, acesso ao crédito e a inovacao, realizacdo de
feiras e programas de capacitacdo (SEBRAE, 2023).

Entre os programas de capacitacdo recentes, em 2020, o SEBRAE langou 0
CATALISA — ICT (Instituicdo Cientifica, Tecnoldgica e de Inovacdo). Alinhado a
tendéncia de criacdo de spin-offs a partir da pesquisa académica e estimulo ao
empreendedorismo vinculado & ciéncia, como promovido pelo programa Doutor
Empreendedor em parceria entre as Fundacdes de Amparo a Pesquisa estaduais e 0
SEBRAE, o0 CATALISA — ICT surgiu pela parceria com entidades do ecossistema de
inovacgdo. Estruturado em quatro etapas e com previsdo para execucdo entre 2021 e
2024, o respectivo Programa objetivou acelerar e fomentar negdcios inovadores de base
tecnologica, para geracdo de riqueza e bem-estar da sociedade. As primeiras etapas
foram elaboradas para insercdo de mestres e doutores em peguenos negdcios, como
agentes de criacdo de empresas, assim como, para estimular a transferéncia de
tecnologia de pesquisadores para as empresas (CATALISA - ICT, 2021). Para tal, a
primeira etapa denominada de Mobilizar para Inovar, contemplou a submissdo de
propostas com potencial de inovagdo por mestres ou doutores (formados ou em
formacéo) (SEBRAE, 2021).

As pesquisas com potencial de inovacgéo séo definidas pela aplicacdo de conceitos

tecnologicos com enfoque na resolucéo de problemas reais do mercado ou da sociedade.
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Portanto, este género de pesquisa se fundamenta na criacdo de novos dispositivos,
ferramentas, produtos ou processos com potencial de impacto social ou econdmico. Ao
se tratar do aprimoramento de processos ou produtos, a inovacao tecnoldgica devera ser
empregada na iniciativa de garantir um ganho efetivo de qualidade ou desempenho,
quando comparados aos produtos e processos usuais. Importante ressaltar, portanto, que
0 pilar central da inovacdo tecnoldgica se sustenta na demanda apresentada pela
sociedade ou mercado, ou seja, a resolucdo do problema suscita no bem-estar
econdmico, social e ambiental (SEBRAE, 2021).

Para inscricdo na primeira etapa, as propostas deveriam contemplar uma
necessidade real do mercado ou sociedade, se enquadrar em uma das areas estratégicas
(por exemplo, saude), ndo agredir 0 meio ambiente e a satde publica. Apos aprovacao,
0s membros das propostas selecionadas receberiam capacitacdes, incluindo workshops,
entrevistas com especialista do ecossistema de inovacdo brasileiro e conteludos
elaborados para desenvolvimento de habilidades quanto aos temas de atitude
empreendedora, inovacéo aberta, gestdo da inovacao, prospeccéo tecnoldgica e plano de
inovacdo (SEBRAE, 2021).

No ambito empreendedor, o plano de inovacdo corresponde a um documento
estratégico de carater orientativo voltado ao aproveitamento das oportunidades de
inovacdo, sendo estas geradas a partir da pesquisa. Desta forma, ao longo do periodo de
dois meses de capacitacdo, foram apresentadas e desenvolvidas ferramentas para

elaboracgéo do plano de inovacgao.

Ferramentas desenvolvidas durante a capacitacédo Mobilizar para Inovar

As ferramentas, descritas no Quadro 1, foram elaboradas pela equipe do
CATALISA — ICT (SEBRAE e Wylinka), permitindo a aplicacdo e compreensdo dos
conhecimentos desenvolvidos pelos pesquisadores. De forma didatica, conforme
exemplos nos Adendos A e B (Matriz C.S.D. e pesquisa desk, respectivamente), os
templates de cada ferramenta foram preenchidos pelas equipes e discutidos durante
encontros sincronos com a equipe organizadora. No Quadro 1 também s&o abordados

0s principais objetivos e tépicos de cada ferramenta. A ordem apresentada corresponde
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a ordem adotada na capacitacdo. Importante ressaltar que as ferramentas quando
aplicadas na ordem sequencial conferem maior coesdo entre as informagdes para

posterior elaboragdo do plano de inovacgéo.

Contribuicdo das ferramentas no planejamento experimental do dispositivo

transdérmico

Inicialmente, a capacitacdo CATALISA — ICT se desenvolveu na forma de uma
imersdo nos temas relacionados ao ecossistema empreendedor. Por exemplo, foram
apresentados o Sistema Nacional de Inovacdo, modelo triplice hélice e nucleos de
inovacdo tecnoldgica (NIT). A triplice hélice, formada pela academia, industria e
Estado, apoia a inovacdo e o desenvolvimento tecnoldgico e econémico e é amparada
pelos NITs. Neste contexto, 0s primeiros passos serviram para familiarizar o
pesquisador com a infraestrutura brasileira de inovacéo e informar oportunidades muitas
vezes inexploradas na pesquisa académica, por exemplo, elaboracdo de pesquisas para
producéo de patentes ou transferéncia de tecnologia.

As ferramentas, conforme ilustrado nas Figuras 1 e 2, consistiam em recursos
visuais e passiveis de colaboragdo da equipe de forma integrativa e dindmica e podem
ser facilmente incorporadas a rotina da pesquisa académica. Em relacdo as doze
ferramentas trabalhadas, destacam-se a Tecnologia, Pesquisa Desk, Pesquisa
Etnogréfica, Mapa de Empatia e Matriz de Riscos, uma vez que os temas elaborados
nessas ferramentas sdo aprofundados com menor frequéncia na pesquisa académica.
Principalmente, no que tange a estruturacdo de projetos com embasamento no
vocabulario empreendedor e validacdo da tecnologia frente a uma necessidade factual
da sociedade. Ao passo que a pesquisa basica e provas de conceito sdo extremamente
relevantes para o desenvolvimento da ciéncia e de novas estratégias terapéuticas, aqui,
se refere a aproximacdo da pesquisa para captacdo de recursos do ecossistema de

inovagéo e investidores.
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Quadro 1 — Ferramentas desenvolvidas e apresentadas durante a capacitagdo CATALISA — ICT, Mobilizar para Inovar

Ferramenta

Tecnologia

Matriz C.S.D.

Pesquisa Desk

Pesquisa
Etnografica

Representacéo

visual

Temas e insights

Mapa de empatia

Objetivo
Caracterizar o tipo de tecnologia e 0

estagio de desenvolvimento

Definir os conhecimentos prévios e

aquilo que se deseja descobrir

Pesquisar as suposicdes e ddvidas
elencadas na matriz C.S.D.

Compreender comportamentos e
situacOes relacionadas (ambiente
real/pratico) ao desafio estratégico
Criar uma representacgdo visual dos
elementos que compdem o contexto do
desafio

Compartilhar narrativas coletadas

durante a pesquisa etnogréfica

Criar personas com base no desafio

estratégico

Topicos abordados

A etapa inicial é conduzida para caracterizar a tecnologia, suas possiveis aplicac@es, identificar tecnologias
semelhantes disponiveis no mercado/sociedade, além de classificar o nivel de desenvolvimento tecnolégico
(TRL) e elencar os préximos passos. A definicdo da tecnologia auxilia no estabelecimento do desafio
estratégico.

Com base no desafio estratégico, sdo apontadas certezas (C), suposi¢des (S) e duvidas (D).

A pesquisa desk é conduzida em fontes de consulta livres e diversificadas, por exemplo, websites, contetidos
de associagdes e noticias (para além da literatura cientifica). Ap6s a sua realizacdo é possivel estabelecer onde
estdo as maiores necessidades da pesquisa, como a estratégia de recrutamento da pesquisa etnogréafica devera
ser conduzida e categorias para o roteiro de entrevistas.

A pesquisa etnogréfica é dividida em trés guias de campo: (1) entrevista, (2) imersdo e (3) observagdo. Em
conjunto, estes guias proporcionam a validacdo do problema e possibilitam a identificacdo de insights.

Por meio da representagdo visual podem ser visualizados os cenérios complexos e pontos de intera¢do entre os

pontos centrais do desafio e os atores (ex. paciente).

Ao agrupar as observacdes/narrativas nas categorias de falas, fatos, sentimentos e necessidades, é possivel
identificar grupos e, a partir destes criar aprendizados e insights.

Para cada persona sdo definidos seus pensamentos, sentimentos (preocupacdes), possiveis comportamentos,
suas interagBes com o ambiente e amigos, suas dores e sdo estipulados os seus ganhos com aplicagéo da

tecnologia em desenvolvimento.

(continua)
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(continuagéo)

Brainstorm

Hipotese de valor

Matriz de
priorizacdo

Protétipo e
feedback

Matriz de riscos

Plano de inovacdo

Vislumbrar novos potenciais a serem
explorados

Avaliar se a proposta e tecnologia
desenvolvidas realmente conferem valor

ao usuario

Selecionar e priorizar ideias a partir dos
resultados do brainstorming

Desenvolver um protétipo da ideia
selecionada pela aplicagdo da matriz de
priorizacdo e avaliar o feedback pelo
publico

Compreender o nivel do impacto e
probabilidade de ocorréncia de situacbes
hipotéticas, mas que apresentam risco
potencial na execucdo da tecnologia

Orientar como se dara a exploragdo das
tecnologias e suas oportunidades de

aplicacéo

Nesta ferramenta sdo conduzidas sess@es de brainstorming de forma individual e coletiva entre os membros da
equipe.

O estabelecimento da hipdtese de valor estabelece quem séo 0s usuarios e como estes se beneficiardo com a
utilizacdo da tecnologia. A partir das hipdteses sdo determinados os ensaios e métodos para experimentacéo
da tecnologia.

As ideias levantadas na etapa de brainstorming séo elencadas de 1 a 6 (seis melhores ideias), apds, as ideias
sdo dispostas na matriz de priorizagdo. A matriz é formada pelos eixos de impacto (Y, variando de baixo a
alto) e complexibilidade (X, de baixa a média). A ideia disposta no quadrante de alto impacto e baixa
complexidade deve ser priorizada na etapa de priorizagéo.

O protétipo avaliado esta associado ao nivel de desenvolvimento tecnolégico, portanto, o prot6tipo podera
compreender uma versdo do minimum viable product (MVP), um video/folder explicativo sobre a tecnologia e
suas aplicagdes. Entdo, o prototipo é apresentado ao publico-alvo e sdo coletadas suas percepcdes e a partir
destas sdo listadas as alteragdes necessarias na proxima versao do protétipo.

As situacBes de riscos sdo elencadas e classificadas de acordo com a probabilidade de ocorréncia (baixa a alta)
e impacto (baixo a alto). A disposicéo visual das situagdes na matriz auxilia na rapida identificagéo de riscos
altos (alta ocorréncia e alto impacto), risco moderado (nivel médio de ocorréncia e impacto) e risco baixo
(baixa ocorréncia e baixo impacto). Desta forma, as situacdes de alto risco devem ser controladas (indicadores
de risco), mensuradas e serem incluidas nos processos de toma de decisao.

Este documento contempla a matriz de risco, plano de inovagéo propriamente dito e plano de acdo para 0s
préximos 12 meses. No plano de inovacdo sdo contempladas a justificativa, persona, proposta de valor,
objetivos, indicadores, metas, hipéteses, equipe, descricao da solucdo proposta, restrigdes e barreiras externas
e parcerias estratégicas. Sendo assim, as atividades anteriores apresentadas nesse quadro culminam da

elaboracéo do plano de inovacéo.
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’§8 Aprender e Estruturar_Catalisa ICT Matriz C.S.D.

Como podemos

a e . -~ o
crénica de pacientes? s] e | i &

hasvpiinms ot e Ppee—
Barscn revcteer ™ et 2tusTOTRe
Reflita sobre aquilo que jé sabeT U que precisa de confirmagio e aquilo que deseja descobrir. = e
CERTEZAS SUPOSICOES DUVIDAS
Eu soi que_ Takwez sejs ool cu me apude se Preciso descobrir..

Pacientes mais jovens
sao menos resistentes
a novas alternativas

terapéuticas Quais s&o os principais Qual o tamanho do
impactos das dores mercado de
; cronicas na vida dos dispositivos
Administracdo 1x na pacientes? transdérmicos?

semana é melhor em
periodos menores

SEB__RA& iro

AINE: anti-inflamatoério ndo esteroide; FF: formas farmacéuticas; TTO: tratamento Wylinka

Figura 1 - Matriz C.S.D. conduzida durante capacitacdo CATALISA — ICT, Mobilizar para Inovar
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>§8 Aprender e Estruturar_Catalisa ICT Pesquisa Desk

Como podemos
diminuir a dor
cronica de pacientes?

Apds a elaboragdo da matriz C.S.D. realize a pesquisa desk verificando as suposigdes ¢ duvidas levantadas.

T

37% da populacdo brasileira Dores mais comuns: dor na = Maior prevaléncia em e . Protocolo
(60 milhdes de pessoas) sofre lombar, nas articulacoes, sedpEnos com &5 : : Clinico de
de dor crénica (SEBD), maior face, boca, pescoco, dores de SUTEFIDCRES iED = &2 n . Diretrizes
prevaléncia (42%) na regidao cabeca, enxaquecas, 2o ( i o Terapéuticas da
Sul -2018 neuropatias Doras E Dor Cronica.
e, N 2012
musculoesqueléticas,
e | ‘ articular
Dores crénicas Enxaqueca: prevaléncia Idosos: neuropaticas »
atingem mais de 12% pop. mundial, = '°"‘ba"_g?alse - Praticas complementares
G lores articulares T = 134 v s A a
mulheres . representando a posicao oo B 3“1;::5:5 p’;r _ ‘ no :ahvno da~dor. exerc1~c|o,
(~70%) 3 do ranking de doencas TeimemrEEn TR alimentacao e correcao
planos de postural
T —————— (1
- e o salide TDDS mercado global US$
As limitacdes causadas na vida SR e e 8,415.04 milhdes até 2027,
do individuo pela dor, podem modificacdes do humor, distdrbios do TDDS para dor representa
auxiliar no desencadeamento de sono. aumento depress3o e ansiedade, a maier parcela
a2 5 % limizagdes de locomegio, necessidade
depressdo, ansiedade e até de Iargar o trabalho >> diminuic3o de
mesmo levar ao suicidio renda
f o = —— s . ineRcaciade Uso transdérmico evita erro — - - :
Agravantes: ecor?;S\i’::taagr'eemehta tratamentosinfluencia de doses, por esquecimento toxina botulinica, melatonina,
obesidade e Iigran(;éo cgmi" ‘ mais que a idade ou sobredosagem, vantagem estimulacdo magnética,
tabagismo progresso da dor jovens x idosos em disfagia buprenorfina
Aposs a elaboragdo da matriz C.S.D. e da pesquisa desk, identifique: modelo biopsicossocial
Once ostho as ades do et Como 8 eSUMEGa O IeCrlaments deve sof Cue c o O PO dO entrevista®
Sevenhads®™
priggmgge(ﬁggs; daai{es Indentificar a Compreender Desenvolve;r SRt
do: tratamentos propens&o em custo x PRI RIC EECR
T T e L G testar um novo compra de grupo especifico
5 tratamento medicamentos
paciente) =
&8 SEBRAE
AINE: anti-inflamatorio nédo esteroide; ADT: antidepressivo triciclico; TDDS: transdermal drug delivery systems; Tto V}ylin ka — Niro
tratamento g

Figura 2 — Pesquisa DESK conduzida durante capacitagdo CATALISA — ICT, Mobilizar para Inovar
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Para participagdo na capacitacdo foi submetida a proposta “Desenvolvimento de
dispositivo transdérmico para administracdo de compostos terpénicos nanoestruturados
no tratamento de dor inflamatéria cronica”. No desenvolvimento do dispositivo
transdérmico estava previsto aplicar duas tecnologias centrais, que sdo: a confeccdo de
microagulhas e a elaboracdo de sistema nanoestruturado para veiculagdo e liberacdo
controlada do composto terpénico de origem vegetal. Inicialmente foi previsto elaborar
diferentes designs e formatos das microagulhas, compostas por polimeros
biodegradaveis e biocompativeis, 0s quais espera-se apresentar mecanismo de liberacéo
por dissolugdo. Em contato com a pele, as microagulhas devem se dissolver e liberar o
nanosistema contendo o composto terpénico proximo a circulagdo sanguinea. Desta
forma, a associacdo de um mecanismo fisico (microagulhas) com um quimico
(nanosistema) potencializa a absorcdo do composto terpénico de carater lipofilico,
possibilitando ainda aplicacdo préxima ao local do organismo acometido pela dor
inflamatoria, como as articulages.

Neste contexto, a tecnologia da proposta compreende a associagdo de
microagulhas e sistemas nanoestruturados. O nivel de desenvolvimento tecnoldgico
(TRL - Technology Readiness Levels) do dispositivo se classifica em nivel 3, pois ambas
as tecnologias envolvidas ja tiveram seus conceitos validados em outros estudos.
Conforme a NBR I1SO 16290:2015, o nivel TRL 3 compreende a etapa de
desenvolvimento analitico e experimental da funcdo critica da tecnologia, ou seja, 0
TRL 3 inicia a fase de desenvolvimento experimental (ABNT, 2015). Ademais,
conforme demonstrado na Figura 3, entre 0s niveis 3 e 6 sdo conduzidos testes em escala
laboratorial e simulagGes para posterior prototipacdo e aumento de escala. Portanto, as
ferramentas do Quadro 1, visam identificar o TRL inicial e tracar estratégias para
avancar o a tecnologia dentro do ciclo de vida do projeto, estando a nomenclatura
apresentada diretamente relacionada a gestdo de projetos de inovacéo.

Na pesquisa académica € usual a exploracdo dos TRLs de 1 a 4, contudo, para a
geracdo de spin-offs e transferéncia de tecnologia para empresas torna-se importante o
alcance de niveis superiores de TRL, até mesmo para a captacdo de recursos
compativeis. Enquanto os niveis iniciais de TRL requerem menos recursos e s&o

usualmente contemplados em editais de agéncias de fomento e subvencédo, os niveis
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superiores requerem aproximadamente de 100 a 10000 vezes o valor inicial empregado
(entre desenvolvimento experimental e comercializagdo). Por exemplo, a Empresa
Brasileira de Pesquisa e Inovagdo Industrial (EMBRAPII) apoia o desenvolvimento de
tecnologias entre TRL 3 e 6, enquanto 0 BNDES Funtec apoia niveis entre 3 e 8.
Reconhecer fontes de investimentos e 0 ecossistema de inovacdo é essencial para
transpor o hiato, denominado como “vale da morte da inovagdo” entre a pesquisa
essencialmente académica (TRL 1 a 3) e o desenvolvimento operacional (TRL 7 a 9)
(CERTI, 2023).

Aplicacao, validacdo e Escala piloto Producgéo e distribuicao
demonstracéo MVP Escalabilidade
/—\

.E .§
<3
S A Aphcaqao.do novo Manufatura
v conhecimento \ ;
§ ' |
a ! \ ;
1
'g ! \, 1
w ! !
o ! !
= ' 1
2 . :
@ 1 '
k3 { / \ : Pré-série/ Analise de
Q ! / : Demonstracdo Qualidade
f Verificacdo 1 do protétipo 3
! funcional de | desistema/ !
H Prova de componente Verificagio da | 5ubsistgma :
| % it e/ou funcao critica ! emambiente '
onceito sbsidera e § y
/ analiticae SUDISEInG €N do Demonstragao .\\c{peraclonal Sistemareal |  gjstemareal
/ : - < experimental de EHEta t do model d’: desenvolvido e : desenvolvido e
/ ' (.o:w'ccwt?o/ou caracteristicas e/ou protétipode | aprovado | aprovado
/P-incipios ; aplicacioda  o/oy fungoes subsistemaem sistema/ | ! atravésde
/basicos 1 f‘e‘""}fg“‘ criticas ambiente subsistema S | operacdes bem
observadose | formuiados relevante an'iblen:e ! L sucedidas
relevante —~—
relatados ! : ' —
T >
[ RN ——— | ] o |
Pesquisa Pesquisa | ! | Produgioe
Basica Aplicada | Desenvolvimento Experimental 1 Industrializagdo | Comercializagdo
1

1 CICLO DEVIDA DO PROJETO |

Figura 3 — TRL e o ciclo de vida do projeto.
Fonte: ABGI, 2023

Em relacdo a pesquisa Desk, a qual possibilita a consulta ampliada de
informacdes, incluindo fontes ndo usuais na pesquisa académica como websites,
meeting papers, blogs, entrevistas de especialistas (literatura cinzenta), entre outras, essa
ferramenta possibilita vislumbrar insights. Por exemplo, ao realizar a pesquisa Desk foi
identificada a prevaléncia de dor cronica no pais, 0s tipos mais prevalentes e
caracteristicas dos pacientes na visdo biopsicossocial. Aproximadamente 37% da

populacéo brasileira € acometida pela dor cronica, sendo mais prevalente na regido Sul
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(42%) do Brasil e em mulheres. Entre as dores mais prevalentes destacam-se as dores
de origem nociceptiva, principalmente na regido lombar e articulagdes (CARVALHO
etal., 2018; SBED, 2019).

Tanto a pesquisa Desk, quanto a pesquisa etnografica serviram para identificar
um componente importante nesse projeto, a incapacitacdo gerada ao individuo pela dor
cronica. As restricdes de movimentos e de atividades impelidas pela dor cronica, tornam
0S pacientes mais propensos a transtornos de ansiedade e depressdao, mas a0 mesmo
tempo, mais dispostos a experimentacdo de novas terapias. Ademais, tais informacdes
auxiliam na construgdo de personas pelo mapa de empatia, que, por sua vez, podem
direcionar a elaboragdo de materiais para divulgacdo da nova tecnologia de forma mais
assertiva ao publico-alvo. Nesse cenario, é elaborada para despertar o interesse do
usuério e dos possiveis investidores, diferindo da comunicacéo cientifica usual.

Tracando um paralelo entre as ferramentas do CATALISA — ICT e os elementos
de Quality by Design, apresentados na se¢do de Fundamentacdo Tedrica, é possivel
sugerir que, enquanto as ferramentas do CATALISA focam nas
caracteristicas/condi¢cdes do usuério e na adequacdo da tecnologia para uma demanda
de mercado, as ferramentas de QbD auxiliam na adequagdo do produto ao uso
pretendido. Além disso, as ferramentas de QbD podem ser empregadas na otimizagédo
do desenvolvimento, promovendo o avango entre os niveis de TRL, pautado na eficacia,
qualidade e seguranca do dispositivo transdérmico. O processo de otimizacdo também
é util para identificacdo dos pontos criticos de controle e definicdo dos Key Performance
Indicators (KPI) a serem utilizados na manufatura em média e larga escala. Juntas essas
ferramentas, conforme ilustrado na Figura 4, aumentam a probabilidade de transferéncia
de tecnologia, adaptabilidade dos processos, assertividade as demandas de mercado e

maior aceitabilidade da nova tecnologia.
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Ferramentas CATALISA-ICT Elementos e ferramentas QbD

Tecnologia adequada
a demanda de

mercado
KE(';!“iPeI. Caracteristicas do
multidisciplinar USUériO

Barreiras externas
e restricbes

Figura 4 — Relacdo entre ferramentas CATALISA — ICT e Quality by Design no
desenvolvimento de novas tecnologias.
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Equipe UFRGS:

Nome: LETICIA SCHERER KOESTER

Coordersadoer - Inicio: 0101:202) Previsho de término: 31/12/2022
Nome: Patricia Weimer

Ensino: doutorado - Inigio; 01012021 Previsio de téomine: 31/12/2022
Noeme: SHEILA PORTO DE MATOS

Ensino: doutorado - Inicio: 0101/2021 Previsio de témmino: 311272022
Nome: Taind Kreutz

Ensino: doutorado - Inicio: 01012021 Previsio de tdomine: 31/122022

A Comisslo de Etica No Uso de Animais aprovou o prajeto em seis aspectos &icos ¢
metodoldgicos, para a utilizagio de 4.332 ovos embricnados de galinha, provenientes dos
avidrios Grupo Vibea (Razdo Sceizl: Vibra Agroindustrinl S/4; CNPJ: 93,586 303/0001-19
Enderego: Rodovia RS 124, Km 02, SN, bairro Estagdo, Montenegro — RS, CEP 93780.000) ¢
Mercoaves (Razdo Social: Mercaaves Coméreio de Aves Lids; ONPJ: 04.137.8270001-00;
Enderego: Estrada Bom Fim Baixo, n° 1156, bairro Bom Fim Baixo, Bom Principio - RS, CEP
95765-000). Os ovos serfio transportados até a Faculdsde de Farmicia seguindo nosmativas
Sanilirias ¢ serda recebidos ao longo do 24 meses. O projeto foi aprovado de acordo com os
preceitos dos Diretrizes ¢ Noemas Nactonais e Inlermacsonais, especialmente a Lei 11.794 de 08
de novembro de 2008, o Devreto 6399 de 15 de julho de 2009, ¢ as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagho Animal (CONCEA), que disciplinam a
peodugiio, manuiengdo e/ou ulilizagdo de animais do filo Chordara, subfilo Vertebrata {exceto o
homem) em atividade de ensino ca pesquisa.

Porto Alegre, M de margo de 2021

re Tavares Duarte de Oliveira
vordenador da CEUA/UFRGS
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ANEXO B - ADENDO AO PROJETO N° 40087

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE PRODUGAO E CONTROLE DE MEDICAMENTOS

Parto Alegre, 04 de agosto de 2022,

De; Profa, Dra. Profa, Leticia Scherer Koester
Para; Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUAUFRGS)

ADENDO

Projeto: 40087 - Avaliagio do potencial irritantea, antiangiogénico & insulino-mimético de
substancias naturais, sintéticas efou associagbes veiculadas ou nde em sistemas
tecnolégleos em madelos In ove

|- Salicilamas a troca do local de aquisicio dos ovos embrionados de galinha de Grupo Vibra (Monknegra,
Rio Grande do Sul, CEP 95780-000) & Mercoaves (Bom Principio, Rio Grande do Sul, CEP 95765-000) para
Avigrio de Ensino & Pesquisa UFRGS [Av, Bento Gongalves, 7712 - Agronamia, Pario Alagre, CEP 91540
000, Rio Grande do Sul), pois as instivigdes constanies no projeto ndo poderdo fomecer a3 ovos
ambrionados.

Il - Também solicitamos a troca da grupos exparimantais, conforme tabala abaixo, sem altleragio do ndmero

otal de ovos previsios,

Grupo constante no projeto Grupo substituto
Hidragel branco da HPMC Manoamulsaa calibnica cam
paloedmero

Hidragel de HPMC contenda 3-0-metilquerceting  Nanoemulsio catibnica com
palaxdmera a daxamelasana

Hidrogel da2 HPMC contendo 3-0-metilquercetina Manoamulsdo aninica com quitosana

& B-ciclodentiring

Hidrogel de HPMC contenda 3-0-metilquerceting Nanoamulsdo aninica com quitosana e

& Hidroxi prapil f-ciclodextrina dexamelasona

Infarmamos que dos 4332 ovos aprovados no projeto, foram utilizados 240 ovos até o momento.

Atenciosamente,

Ora. Leticia Scherer Koester
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ANEXO C - CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS - PROJETO N° 39482

: UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA A%‘,C E
L 2 UFRGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissao De Etica No Uso De Animais
DO RIC GRANDE DO 35Ul
CARTA DE APROVACAO

Comissio De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

NGmero: 39482

e Investigagdo do potencial efeito anti-inflamatério sinérgico de &#946;-cariofileno & indometacina

veiculados em nanocemuigéis de uso topica

Vigéncia: 01/07/2020 & 31/08/2023

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

LETICIA SCHERER KOESTER - coordenador desde 01/07/2020
Taina Kreutz - desde 01/07/2020

Patricia Weimer - desde 01/07/2020

BIBIANA VERLINDO DE ARAUJO - pesquisador desde 01/07/2020

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo, em reunido realizada em
28/09/2020 - Reuniao via Webconferéncia - Sistema UFRGS - Mconf, em seus aspectos éticos
e metodoldgicos, para a utilizagdo de 229 camundongos CF-1, machos, aproximadamente
quatro semanas, de origem CREAL-UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008,
o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), que disciplinam a produgdo, manutencéo
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.

)]
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-

Porto Alegre, Quinta-Feira, 24 de Fevereiro de 20?2"'

ALEXANDRE TAVARES DUARTE DE CLIVEIRA
Coordenador da comissao de #ica
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ANEXO D - ADENDO AO PROJETO N° 39482

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE PRODUGAD E CONTROLE DE MEDICAMENTOS

Porlo Alegre, 01 de feverairo de 2022,

De: Profa. Dra. Profa. Leticia Scherer Koester

Para: Comissdo de Elica no Uso de Animais (CEUALFRGS)

ADENDO

Projeto: 38482 - Investigagdo do potencial efeito anti-inflamatdrio sinérgico de B-
cariofileno @ indometacina veiculados em nanoemulgéis de uso topico

Solicitames a troca do local de aquisiglo dos camundongos de IBEX FEEVALE
(Inoeagdo em Bloténo de Experimentacio, Movo Hamburgo, CEP 95690-000, Rio Grands do Sul)
para Centro de Reprodugio e Experimentacio de Animaks de Laboratino (CREAL-UIFRGS, Av.
Bento Gongalves, 9500, Frédio 43300, Porto Alegre. CEP 91508-%00, Rio Grande do Sul), pod
& Instiliicio constante no projeto néo poderd fomecer os animals em tempo habd pars execucho
das atividades (20221). Tambsém solicitarmos a troca da linhagem dos camundongos de Balb-C
para CF-1, totalizands 239 anémals, uma vez gue a linhagem Balb-C ndo & formecida pelo
CREAL. Salientamos gue od expenimentos ndo foram inklados, portanto, iodos o8 experimenios
seqdo conduzido com a linhagem CF-1, madiante sulorizagio prévia da CEUA-UFRGS.

Atencicsamenta,
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