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1. INTRODUGAO
Os disturbios tromboticos, como a trombose venosa superficial (TVS) e a trombose venosa profunda (TVP), séo
condi¢des caracterizadas pela formagdo anormal de coagulos de fibrina nos vasos sanguineos. A TVS, apesar de ser
considerada autolimitada e de menor gravidade, pode resultar em complicacées graves, como a TVP e a embolia
pulmonar 2, Atualmente, no mercado, os anticoagulantes sintéticos de administragdo dérmica disponiveis sdo a base
de heparina, a qual tem origem animal e pode eventualmente causar efeitos colaterais como alergias, além do risco de
contaminagao B4, A partir da limitagdo provocada pela heparina, cresce o interesse pelo uso de compostos bioativos
naturais, como aqueles extraidos de plantas e algas, que apresentam propriedades anticoagulantes, anti-inflamatérias e
antioxidantes 1°*,
Nesse contexto, a tanshinona IIA sulfonato de sdédio (Tan IIA-S) é um componente bioativo extraido e isolado de
sementes da chia (Salvia hispéanica L.) e possui potencial de inibir a proteina PAI-1, que é responsavel pela inibicao do
ativador de plasminogénio tipo tecidual (tPA) e do ativador de plasminogénio tipo uroquinase (uPA), provocando a
inibigdo da fibrinolise 9. Portanto, ao inibir a proteina PAI-1, a Tan IIA-S pode estimular o processo de fibrindlise,
promovendo a lise dos coagulos de fibrina [0,
Concomitantemente, a kappa-carragenana (k-CRG), um polissacarideo sulfatado extraido de algas vermelhas marinhas,
tem sido estudada pela eficacia na formulagdo de hidrogéis biomiméticos, devido a sua biocompatibilidade e
caracteristicas espessantes e gelificantes 23, Nesse sentido, a combinagao desses compostos bioativos naturais em
matrizes poliméricas pode representar uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novos antitrombaéticos de
uso dérmico com baixo custo de preparagio, seguros, eficazes e de origem natural, ainda ndo presentes no mercado.
Dessa forma, o objetivo principal do estudo é desenvolver hidrogéis (HG) biomiméticos para aplicagdo dérmica com
propriedades fibrinoliticas contendo em sua composi¢ado a Tan IIA-S e polissacarideos sulfatados compondo a matriz do
HG.

2. METODOLOGIA
2.1. Preparagao da matriz do HG
Os hidrogéis foram preparados utilizando a k-CRG e a pectina (PC), ambos polissacarideos polares de origem natural e
que atuaram como matriz principal, com o objetivo de fornecer caracteristicas gelificantes e espessantes para as
formulagbes !>, Para otimizar as propriedades fisico-quimicas e mecénicas das formulagdes foi incorporado &
formulag&o o cloreto de potassio (KCI), atuando como crosslinker ',

2.2. Caracterizagdo das formulagoes

A caracterizagdo da estrutura e das propriedades fisico-quimicas foi feita utilizando um espectrofotdmetro
ultravioleta-visivel (UV-vis) (Agilent HP 8453). Além disso, para avaliar a viscosidade aparente e o comportamento das
formulagdes foi realizado um teste de espalhabilidade a 37 °C, utilizando um papel circular milimetrado com eixo principal
de 0,5 cm "8, Conjuntamente, o comportamento viscoelastico das amostras foi avaliado por experimentos de reologia
(Redbmetro Haake MARS 40) realizados a 37 °C, com a medigdo do mdédulo elastico (G’) e do mdédulo viscoso (G”) a
partir do ensaio oscilatério de varredura de frequéncia, assim como a viscosidade aparente em funcao da taxa de
cisalhamento pela curva de fluxo !'"-19,

2.3. Estabilidade das formulagoes
As amostras foram armazenadas a 37 °C em um ambiente fechado e sem a presenca de luz e, por fim, foram avaliadas
quanto as caracteristicas organolépticas, formacao de precipitados e de colbénias de fungos apés um periodo de sete
meses, entre dezembro de 2024 e julho de 2025.
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2.4, Liberagao da Tan IIA-S
O estudo sistematico in vitro da cinética de liberagdo da Tan IlA-S foi realizado a 37 °C, em tamp&o acetato de sédio (pH
5,0) e em tampao fosfato de sédio (pH 7,4) 22, A quantificagdo da porcentagem cumulativa de liberagdo foi avaliada
por espectroscopia UV-vis durante periodos de tempo pré-determinados ao longo de 72 h, através de uma curva de
calibragao.

2.5. Avaliacao da citotoxicidade das formulagdes

Os testes de avaliagcdo da citotoxicidade dos HG foram realizados em uma linhagem de queratinécitos humanos HaCat,
utilizando o método colorimétrico CCK8, de acordo com as instrugdes do fabricante. Nesse sentido, foram realizadas trés
analises utilizando 1 x 10* células por pogo ao longo de 24 h e 48 h, em que elas foram expostas as formulagbes
contendo diferentes concentra¢des de k-CRG, Tan IIA-S e Tan IIA-S no HG, sendo que cada amostra foi analisada em
triplicata ?2. A absorbancia foi avaliada em cada pogo em um comprimento de onda de 450 nm utilizando um leitor de
placas multipogos (FlashScan 530 Analitic Jena), além disso, os valores de IC5, foram obtidos utilizando o software
GraphPad Prism, versao 5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

2.6. Avaliacao da atividade antitrombética
A atividade antitrombdética das formulagdes foi avaliada por testes de fibrindlise padronizados de acordo com protocolos
quimicos e técnicos fornecidos em colaboragdo com o grupo da Profa. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi do
Hemocentro da UNICAMP, visando analisar o potencial fibrinolitico da Tan lIA-S frente a um controle 224, Importa
salientar que a docente orientadora deste projeto é a pesquisadora principal do auxilio a pesquisa FAPESP — Centros de
Ciéncia para o Desenvolvimento: Centro de Doengas Tromboembodlicas (Processo n° 2021/11963-0), coordenado pela
Profa. Annichino-Bizzacchi.

——0,5KCG_0,2PC ——0,5KCG_0,2PC_K

- A 0,5KCG_0.5PC " B 0,5KCG_0,5PC_K
3. RESULTADOS E DISCUSSAO T “ ey

0,84 ——1,0KCG_0,2PC 0,8 ——1,0KCG_0,2PC_K

3.1. Preparagéo e caracterizagao dos hidrogéis
A transparéncia dos HG avaliada por espectroscopia UV-vis
esta apresentada nas Figuras 1A-B e os espectros obtidos
mostram que a variagdo na concentragcdo de k-CRG nao
influencia  significativamente na transparéncia das
formulagdes. Em contrapartida, observa-se que, com o R S e n ————————————
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aumento da concentragdo de PC, ocorreu uma diminuigdo Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
da transparéncia dos HG, portanto, as amostras contendo Figura 1_-_Espectros UV-vis dos HG obtidos com diferentes proporgdes de k-CRG e
0,5% de PC foram desconsideradas para posterior analise. ~ "C ©2digae de KCI: (A) HG com k-CRG e PC, (B) HG com k-CRG, PC e KCl.
Para o teste de espalhabilidade, foi considerado um volume de 2 mL de cada HG, além disso, para facilitar a
visualizagdo do teste foi adicionado as amostras 40 uL do corante aminocianina a 1 mg/mL, caracterizado como um
solido de coloragéo azul profundo, e que € representado pelo nimero 9 no Esquema 1 %, De acordo com os resultados
mostrados na Figura 2, o aumento na concentracdo de k-CRG proporcionou um aumento na viscosidade do HG,
diminuindo a espalhabilidade, o que também foi observado com a adigdo de KCI. Portanto, a adi¢gao do crosslinker
otimizou as propriedades fisicas e mecanicas da formulagéo para a aplicagdo dérmica.
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Figura 2 - Teste de espalhabilidade dos HG: (1) HG com 0,5% k-CRG e

Esquema 1 - Rota sintética do 0,2% PC, (2) HG com 0,75% k-CRG e 0,2% PC, (3) HG com 1,0% k-CRG
corante aminocianina fluorescente e 0,2% PC, (4) HG com 0,5% k-CRG, 0,2% PC e KCI, (5) HG com 0,75%
NIR hidrofébico (9) 251, k-CRG, 0,2% PC e KCI, (6) HG com 1,0% k-CRG, 0,2% PC e KCI.
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3.2. Comportamento reolégico e mecanico das formulagdes

A curva de fluxo obtida a partir da viscosidade aparente em funcdo da taxa de cisalhamento foi realizada para o HG
contendo somente 0,75% de k-CRG, ja que este apresentava alta espalhabilidade de acordo com o item 3.1. Nesse
sentido, a Figura 3A mostra que com o aumento da taxa de cisalhamento ocorreu a diminuigdo da viscosidade da
amostra a partir de, aproximadamente, 1 s™. Portanto, a amostra se comporta como um fluido ndo-Newtoniano
pseudoplastico (Figura 4A), em que o HG apresenta menor resisténcia ao escoamento apos a inversdo do frasco, nao
sendo vantajoso para uma liberagao controlada e para a aplicagdo desejada. Além disso, essa amostra nao apresentou
comportamento de gel, como mostrado na Figura 3B pelo ensaio oscilatério de varredura de frequéncia com G” > G’. A
partir da adigdo de PC e KCI, representado na Figura 3C, foi observada uma mudang¢a no comportamento, ja que a
amostra se comportou como um liquido viscoelastico com G’ > G” (Figura 4B). Além disso, apds a adigao de Tan IIA-S
ao HG (Figuras 3C e 4C), esse comportamento se manteve, o que indica que este componente n&o altera o
comportamento viscoelastico da formulagéo.
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Figura 3 — Representagao grafica de dados obtidos em estudos de

reologia dos HG. Curva de fluxo e ensaio oscilatério de varredura

de frequéncia: (A-B) 0,75% k-CRG, (C) 0,75% k-CRG, 0,2% PC e

0,05 KCI, (D) 0,75% k-CRG, 0,2% PC, 0,05 KCl e Tan IIA-S.

3.3. Estudo in vitro do perfil de liberacdo da Tan lIA-S  _
O estudo de liberagdo da Tan IlIA-S foi realizado em tampéo 2]
acetato de sddio (pH 5,0), simulando o pH da pele humana, e em
tampao fosfato de sédio (pH 7,4), usado como controle neutro,
para a amostra que obteve os melhores resultados dos testes
anteriores, sendo ela o HG com 0,75% de k-CRG, 0,2% de PCe <
KCI. O perfil de liberagdo da Tan IlIA-S no comprimento de onda =~ -l - - —— ol
de 458 nm, ilustrado nas Figuras 5A-B, se manteve durante o Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
estudo realizado em um periodo entre 30 min e 72 h, mostra que  Figura 5 - Espectros UV-vis de liberagio da Tan lIA-S em HG com
néo ocorreu degradagdo do composto (Tabela 1). 0,75% k-CRG, 0,2 PC e KCl em pH 5,0 (A) e em pH 7,4 (B).
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Tabela 1 — Porcentagem de liberagdo cumulativa de Tan IIA-S no HG em func¢do do tempo em diferentes pH
30 min 1h 2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h 72h
pH 5,0 20,9% 34,4% 47,9% 60,5% 64,6% 68,1% 72,4% 84,5% 84,5% 84,5%

pH7,4 44,0% 46,5% 57,9% 68,8% 73,4% 76,4% 78,8% 82,7% 83,4% 83,4%

Os resultados obtidos (Tabela 1) indicam que em ambos os valores de pH ocorreu uma liberagao maior que 80% de Tan
[IA-S, a qual estabilizou a partir de 24 h do estudo em pH 5,0 e de 48 h do estudo em pH 7,4. Porém, em pH 5,0, houve
uma liberagdo mais controlada e maior de Tan IlA-S, totalizando aproximadamente 85%, em comparagéao ao pH 7,4, com
a liberacgéo total de 83,36%, o que indica a eficiéncia da formulagao para a entrega controlada do componente bioativo

para uma aplicagao dérmica.

3.4. Teste de estabilidade

Apo6s um periodo de sete meses de armazenamento, as amostras
ndo exibiram alteracdo de odor, porém, apresentaram uma
pequena variagdo na transparéncia, além disso, o HG apresentou
um aumento de viscosidade, como apresentado na Figura 6, o
que indica uma pequena perda de agua durante o periodo.
Ademais, ndo houve a formacao de precipitados e de colénias de
fungo a olho nu.

Figura 6 — Teste de estabilidade do HG com 0,75% k-CRG,
0,2 PC e KCI: (A) Dezembro de 2024, (B) Julho de 2025.
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3.5. Avaliagéao da citotoxicidade dos hidrogéis

Os resultados apresentados na Figura 7A, indicam que a viabilidade celular em 24 h e 48 h ndo foi alterada
significativamente para todas as concentracdes de k-CRG analisadas. Além disso, a viabilidade celular manteve-se
elevada (> 88%), o que indica baixa citotoxicidade mesmo em concentra¢cdes maiores do biopolimero, portanto, é
possivel afirmar que a k-CRG apresenta um potencial de seguranga bioldgica para ser usada como matriz do HG para
um perfil de liberagao controlada. Os valores obtidos de ICs,, como ilustrado (Figuras 7B-C), da Tan IIA-S e da Tan lIA-S
no HG foram, respectivamente, 255 pmol/L e 283 umol/L, o que indica que a matriz do HG carregando a Tan lIA-S nao
influencia na viabilidade celular. Além disso, é possivel afirmar que a Tan IIA-S apresenta baixa citotoxicidade na
concentragao utilizada no HG, ou seja, 50 umol/L, o que mostra seu potencial para aplicagdo dérmica.
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Figura 7 — Viabilidade celular em HaCat: (A) k-CRG, (B) Tan lIA-S, (C) Tan IIA-S no HG.

3.6. Avaliagao do potencial fibrinolitico do hidrogel
Para o teste de fibrindlise foram utilizadas amostras de plasma fornecidas pelo Hemocentro da UNICAMP de um
paciente ndo identificado. O acido tranexadmico 250 mg, um antifibrinolitico, foi usado neste estudo como um controle.
Além disso, as amostras homeadas por linha de base (baseline) foram analisadas somente com o plasma do paciente.
Para as amostras analisadas de Tan lIA-S foi preparada uma solugdo 50 ymol/L de Tan lIA-S. Nesse sentido, foi
observado (Figura 8,Tabela 2) que as amostras contendo Tan IIA-S apresentaram um tempo menor de inicio de lise do
coagulo do que observado para as amostras de baseline, o que indica que o composto analisado tem potencial
fibrinolitico, uma vez que promoveu a lise do trombo mais rapidamente. As amostras de acido tranexamico apresentaram
valor negativo de tempo de lise, ja que o processo de fibrindlise ndo ocorreu, como esperado. Além disso, as amostras
contendo a Tan IIA-S exibiram valor de area sob a curva menor que as amostras de baseline e de acido tranexamico, o
que pode indicar que o tamanho do coagulo formado foi menor.

Tabela 2 — Valores obtidos a partir do teste de fibrindlise 550.00

0.00
Amostras, paciente nao identificado 45

350.00
Baseline Tan IIA-S Acido Tranexamico

250.00 wme AMOSTRAS Baseline

Tempo de Inicio (min) - Tl 3,50 2,84 3,50 150,00
’ s AMOSTRAS Tan IIA-S
Vmax (um/min) 44,40 70,35 10,77 50.00
. . e AMOSTRAS Acido
Tempo de platd (min) 9,00 7,17 10,17 Bl I e Tranexamico
X o@\ © o8 K &
Mudang¢a de turbidez (u.a.) 0,18 0,19 0,36 -150.00 &@\ qu’ @@e@ & &5
, & & v@
Area sob a curva 125,09 116,10 497,20 “ &
Tempo de lise 1 5’1 7 9,83 _5’50 Amostras, paciente néo identificado

Figura 8 — Teste de fibrindlise.

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados mostraram que o hidrogel desenvolvido foi de facil preparacdo e apresentou baixa
citotoxicidade, com viabilidade celular maior que 90%, e liberagéo controlada de TanllA-S de ca. de 85% em pH 5,0 ao
longo de 24 h, sendo eficiente para a entrega do ativo a nivel dérmico. A partir dos resultados das analises reoldgicas, foi
possivel concluir que a formulagdo apresentou comportamento viscoelastico, o que indica que as propriedades
mecanicas dos hidrogéis produzidos puderam ser moduladas e otimizadas em relagdo ao HG apenas com a matriz de
K-CRG. Por fim, foi possivel concluir que as amostras de Tan IIA-S apresentaram potencial antitrombdtico de acordo com
os testes de fibrindlise realizados, com menor tempo de lise € menor tamanho do coagulo formado do que comparados
as amostras de linha de base (baseline) e de acido tranexamico, o que evidencia o potencial promissor do HG para atuar
como agente antitrombotico para aplicagdes dérmicas.
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