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RESUMO

A inflamacgdo cutanea se relaciona a sintese de mediadores inflamatérios que quando em
quantidades exacerbadas e produzidos cronicamente podem gerar doengas como a dermatite
atopica. O trans-resveratrol demonstra ser um efetivo agente anti-inflamatério devido a reducao
ou inibicao de mediadores como histamina, citocinas e a ciclooxigenase-2. O desenvolvimento
de dispersdes solidas de trans-resveratrol pode melhorar a sua solubilidade. De forma a
viabilizar a administragcdo cutanea das dispersdes solidas, membranas de polivinilpirrolidona
(PVP) podem ser interessantes, pois se trata de um polimero capaz de evitar a recristalizagédo
do trans-resveratrol. O estudo objetivou desenvolver, caracterizar e avaliar a citotoxicidade in
vitro e a atividade anti-inflamatéria in vivo de dispersbdes sdlidas incorporadas em membranas
de PVP para a administracao cutanea, sendo algo inédito do ponto de vista tecnoldgico. Foram
desenvolvidas dispersdes solidas contendo trans-resveratrol constituidas por quitosana e
tensoativo (Poloxamer® 407 ou TPGS), bem como duas formulagcdes sem tensoativos, as quais
foram caracterizadas empregando analises morfolégicas e fisico-quimicas. Foi desenvolvido
um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacao do
trans-resveratrol. Apos a escolha das formulagdes de melhor desempenho, duas foram
incorporadas em membranas poliméricas de PVP, sendo feitas também outras duas sem
farmaco como controle. As membranas foram caracterizadas quanto as suas propriedades de
barreira e fisico-quimicas, bem como andlises in vitro e in vivo. De acordo com os resultados,
foi possivel atingir até 56% de rendimento na producdo das dispersbes solidas de trans-
resveratrol empregando secagem por aspersao (spray dryer), sendo que dentre as formulagbes
quase todas obtiveram angulo de repouso excelente, bem como através da difracdo de raios-X
(DRX) foi possivel constatar que as dispersbes solidas conseguiram amorfizar o trans-
resveratrol com sucesso. As dispersoes soélidas também aumentaram a solubilidade do farmaco
em agua, com algumas formulac¢des dobrando a sua solubilidade. As membranas conseguiram
manter o trans-resveratrol sem recristalizar por mais de dois meses, conforme evidenciado pelo
DRX, além de apresentarem bioadesao, favoravel para a administracdo cutanea. De acordo
com o ensaio de liberacgao in vitro, as membranas obtidas n&do liberaram totalmente o farmaco
em 24 h, obtendo valores de 82,27+2,60 a 92,81+2,50%, sendo assim um perfil de liberagdo
prolongado. Ensaios de retencdo in vitro evidenciaram que as quantidades de trans-resveratrol
retidas nas camadas da derme e epiderme em 24 h variaram de 42,88 a 53,28%, estando
disponiveis para promover o efeito farmacolégico. Observou-se também que as citotoxicidades
das formulacbes nao foram expressivas. Por fim, no ensaio in vivo, foi possivel observar que as
formulacdes apresentaram efeito anti-inflamatério favoravel ao tratamento farmacoldgico
proposto, obtendo-se a reducdo de até 66% no modelo de inflamagdo de orelha de
camundongo. Os resultados demonstram que o sistema desenvolvido é capaz de ser utilizado

como agente anti-inflamatdrio para o tratamento da dermatite atopica.

Palavras-chave: Amorfizagdo, Dermatite atdpica, Cristalinidade, Inovacdo Tecnoldgica,
Permeacéao Cutanea, Solubilidade.



ABSTRACT

Cutaneous inflammation is related to the synthesis of inflammatory mediators that, when in
exacerbated amounts and chronically produced, can generate diseases such as atopic
dermatitis. Trans-resveratrol proves to be an effective anti-inflammatory agent due to the
reduction or inhibition of mediators such as histamine, cytokines and cyclooxygenase-2. The
development of solid dispersions containing trans-resveratrol can improve its solubility. In order
to enable the cutaneous administration of solid dispersions, polyvinylpyrrolidone (PVP)
membranes can be interesting, since it is a polymer capable of preventing the recrystallization
of trans-resveratrol, being something unprecedented from a technological point of view. The
study aimed to develop, characterize and evaluate the in vitro cytotoxicity and in vivo anti-
inflammatory activity of solid dispersions incorporated in PVP membranes for cutaneous
administration. Solid dispersions containing trans-resveratrol constituted by chitosan and
surfactant (Poloxamer® 407 or TPGS) were developed, as well as two formulations without
surfactants, which were characterized using morphological and physicochemical analyses. An
analytical method by high performance liquid chromatography (HPLC) was developed for the
quantification of trans-resveratrol. After choosing the best performing formulations, two were
incorporated into polymeric PVP membranes and two others were also made without the drug
as a control. The membranes were characterized regarding their barrier and physicochemical
properties, as well as in vitro and in vivo analyses. According to the results, it was possible to
reach up to 56% yield in the production of solid dispersions containing trans-resveratrol using
spray drying. According to the X-ray diffraction (XRD) it was possible to verify that the solid
dispersions were able to amorphize the trans-resveratrol successfully. Solid dispersions also
increased the drug's solubility in water, with some formulations doubling its solubility.The
membranes managed to maintain trans-resveratrol without recrystallizing for more than two
months, as evidenced by the XRD, in addition to presenting bioadhesion, favorable for
cutaneous administration. According to the in vitro release assay, the membranes obtained did
not fully release the drug in 24 h, obtaining values from 82.27+2.60 to 92.81+2.50%, thus being
a profile of extended release. The in vitro retention assays showed that the amounts of trans-
resveratrol retained in the dermis and epidermis layers within 24 h ranged from 42.88 to
53.28%, being available to promote the pharmacological effect. It was also observed that the
cytotoxicities of the formulations were not expressive. Finally, in the in vivo test, it was possible
to observe that the formulations presented an anti-inflammatory effect favorable to the proposed
pharmacological treatment, obtaining a reduction of up to 66% in mouse ear inflammation
model. The results demonstrate that the developed system is capable of being used as an anti-
inflammatory agent for the treatment of atopic dermatitis.

Keywords: Amorphization, Atopic Dermatitis, Crystallinity, Technological Innovation, Skin

Permeation, Solubility.
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1. INTRODUCAO

A dermatite atopica € uma doenca de cunho inflamatério e carater
crbénico, a qual € caracterizada pela inflamacao da pele em virtude da produgéao
exacerbada de agentes pré-inflamatdrios tais como quimiocinas, citocinas e
interleucinas (tais como a 17 e a 22). Trata-se de uma doencga capaz de causar
dor, infecgdes e problemas estéticos, podendo levar a problemas de aceitagao
social ou até mesmo de autoaceitacdo (SENRA; WOLLENBERG, 2014; KIM,;
KIM; LEUNG, 2019).

De modo a viabilizar um tratamento efetivo, diversas moléculas vém
sendo estudadas como candidatas a farmacos para serem incorporadas em
formas farmacéuticas, tais como o trans-resveratrol. O trans-resveratrol € um
composto fendlico, da classe dos estilbenos e também pertencente a classe
das fitoalexinas, que tem sido estudado devido a sua atividade anti-
inflamatoéria, uma vez que seu isdbmero trans, que € o mais associado a
atividade farmacoldgica, pode ativar deacetilases de histona tipo 2, bem como
a SIRT-1, alterando assim a transcricdo de citocinas proé-inflamatérias,
diminuindo entao sinais e sintomas (MORAES et al., 2020).

Entretanto, o trans-resveratrol possui algumas caracteristicas que
dificultam sua incorporacdo em formas farmacéuticas, tais como sua alta
cristalinidade e, consequentemente, baixa solubilidade em agua, o que também
acarreta na baixa biodisponibilidade (RUIVO et al., 2015). De modo a viabilizar
a amorfizacdo deste composto, as dispersdes sélidas de quitosana surgem
como uma estratégia para aumentar sua solubilidade (HA et al., 2010).

Porém, as dispersdes solidas apresentam-se como pés amorfos, o que
dificulta a sua administracdo e aderéncia a pele, sendo necessaria a
incorporagdo em um sistema que possa promover nao apenas sua bioadeséo,
mas também a sua liberagdo controlada, tais como as membranas de
polivinilpirrolidona - PVP (KURAKULA; RAO, 2020).

Desse modo, estas membranas podem ser utilizadas para a
incorporagdo destas dispersdes solidas e com isso promover a liberagao
controlada do trans-resveratrol diretamente na pele, evitando assim a
necessidade de multiplas aplicagcbes diarias, sendo entdo uma solucdo
inovadora para a veiculagado do trans-resveratrol amorfizado diretamente no
seu local de acao (BASSI; KAUR, 2017; PARK et al., 2018).

Além disso, devido a alta taxa de metabolizacdo do trans-resveratrol
este fica viavel na pele durante pouco tempo (CHEDEA et al., 2017), sendo um
composto que provavelmente iria necessitar de multiplas aplicagdes diarias
para se manter os niveis terapéuticos. Desta forma, a liberagdo controlada
desta molécula pode acarretar na sustentagdo de seus niveis e
consequentemente em um maior tempo de agcédo (TRAN; TRAN, 2019).

Com isso, € possivel melhorar as propriedades fisico-quimicas do trans-
resveratrol através do sistema proposto, bem como suas propriedades
bioldgicas, podendo assim tornar viavel sua aplicagdo cutdnea ao mesmo
tempo permitindo sua liberagao controlada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PELE HUMANA

A pele humana é um tecido que protege os 6rgaos internos do contato

com o exterior e consequemente 0s protege contra situagdes deletérias como
estresses quimicos (poluicdo e umidade) (VELASCO et al., 2018), fisicos
(calor, frio e radiagcdo solar) (AMARO-ORTIZ; YAN; D’ORAZIO, 2014),
biolégicos (microrganismos) e traumas mecanicos (YOUSEF; SHARMA, 2017).
E também responsavel por ser uma das vias de termorregulacdo, ou seja, de
troca de calor e demais sensagdes entre o meio externo e o organismo. Além
disso, serve como barreira seletiva quanto ao que pode ou nao permear
através dela (ROMANOVSKY, 2014).
A pele participa em processos tais como a percepg¢ao sensorial (nocicepgao,
termocepcao e pressocepgdo), assim como funciona como uma barreira
seletiva, uma vez que através das caracteristicas quimicas de cada composto
ela é capaz de selecionar o que pode permear através dela ou nao e até que
ponto essa permeacao pode ocorrer sem que o composto seja degradado
(KUHTZ-BUSCHBECK et al.,, 2010). A pele é dividida em trés camadas:
epiderme, derme e, dependendo do autor, tecido subcutédneo (DIJKHOFF et al.,
2020).

A derme é um tecido conjuntivo que varia entre 0,5 e 3 mm, sendo nela
encontrados os apéndices cutaneos (pélos, glandulas sudoriparas e sebaceas),
além de vasos sanguineos, terminagdes nervosas e componentes celulares,
tais como células matrizes, fibroblastos, miofibroblastos e macréfagos (SAHLE;
BODO; WOHLRAB, 2015).

A derme reticular é a camada mais interna e espessa, € formada por
tecido conjuntivo denso e possui esse nome devido ao entrelagamento (ou
reticulacdo) dos seus feixes de fibras de colageno (MENDONCA;
RODRIGUES, GERUZA, 2011).

A camada papilar da derme € uma camada repleta de fibroblastos, os
quais possuem como fungdo principalmente a cicatrizacdo de feridas e
interacdes entre epitélio e mesenquima (tecido que origina os tecidos
conjuntivos em adultos), além de possuir feixes de colageno, elastina, capilares
sanguineos e terminagdes nervosas. E também onde estdo presentes os
foliculos pilosos (RIPPA; KALABUSHEVA; VOROTELYAK, 2019).

Entre a derme e a epiderme ha a zona da membrana basal, uma
camada de macromoléculas, formando redes proteicas que unem o0s
queratinécitos com as fibras de colageno sintetizadas na derme papilar
(BARCAUI et al., 2015).

A epiderme é a camada externa fazendo interface com o meio ambiente,
tem espessura entre 0,06 mm (rosto) e 1,3 mm (palmas da m&o), nao contém
sistema de irrigacdo sanguinea direta e com transporte de nutrientes por meio
da difus&o por capilaridade. Dentre suas fung¢des, destaca-se fato de ser uma
barreira para o ambiente externo, evitando a perda de componentes do
ambiente interno, tais como agua, nutrientes e eletrélitos e, conseqiientemente,
a desidratacao (ARENS; HUI, 2006; LIM, 2021).

O estrato espinhoso é a camada onde as células da camada basal se
diferenciam em queratindcitos, sendo que estes sao unidos pelos
desmossomos, o que faz com que ele contenha tonofilamentos, filamentos
proteicos que se acomodam nos espacos intercelulares, conectando assim os
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queratinocitos entre si através do processo de ancoragem (AUDI et al., 2017).
Nessa camada, também estdo presentes as células de Langerhans e os
melanadcitos.

As células de Langerhans pertencem a linhagem de células mieldides e
sdo exclusivas da epiderme, desempenhando a fung¢ao igual a de macroéfagos,
ou seja, fagocitam qualquer xenobiotico que adentre a pele, também atuando
como apresentadores de antigeno para as células T para consequentemente
ativa-las (DOEBEL; VOISIN; NAGAO, 2017).

Os melanédcitos sdo responsaveis por sintetizar a melanina, pigmento
escuro que confere protecao da pele contra os efeitos deletérios da radiacao
ultravioleta e quando em hiperatividade pode hiperpigmentar a pele gerando
inclusive os melanomas, que podem ser benignos (pintas) ou malignos (cancer
de pele). Ja as células de Merkel estdao entre a derme e a epiderme e fornecem
as sensacdes de tato e pressao sobre a pele (BRENNER; HEARING, 2008;
YOUSEF; SHARMA, 2017)

Os queratinécitos sdo o principal tipo celular presente na pele, comegam
a ser designados assim ap6s a diferenciacdo celular que ocorre no estrato
basal, tratando-se da fase proliferativa e nucleada dessas células, antes que
elas percam essas caracteristicas e se tornem corneocitos. Sado também os
queratindcitos as células responsaveis pela producao de queratina (SILVA et
al., 2013) que € uma proteina fibrosa filamentar, a qual tem a fungcdo de
estruturar a epiderme, além de garantir sua seletividade frente ao que pode ou
nao permear. A queratina € dividida em varios tipos, dentre eles 0 5 e 0 14 sao
mais comuns na camada basal e 0 1 e 0 10 sdo mais comuns na camada
espinhosa (ALAM et al., 2011; IVANOVA et al., 2016).

A préxima camada € o estrato granuloso, onde os queratinécitos formam
granulos querato-hialinos que sdo compostos por queratina e profilagrina que é
o precursor da filagrina, responsavel pela agregacao e o alinhamento dos
flamentos da queratina para que esta fique bem compactada servindo de
matriz para os corneocitos quando chegarem ao estrato corneo, além de serem
responsaveis pela impermeabilizacdo da pele (BRAGULLA; HOMBERGER,
2009; JANG; LEE, 2016).

E nele também que se sintetiza a pro-proteina pro-filagrina, que é
desfosforilada e se transforma em filagrina através de enzimas dependentes de
célcio (calmodulina e imunofilina). A filagrina tem por funcdo agrupar as
lamelas que constituem o estrado cérneo, organizando-as de forma paralela e
compacta. Apos terminar esse trabalho, a filagrina é degradada pelas
cisteinapeptidases gerando fatores naturais de hidratagao, tais como a ureia, o
acido urocanico e o acido pirrolidénico carboxilico, que promovem a captagao
de agua e manuten¢cao do pH &cido da pele para a prevencédo da entrada de
microrganismos (SANT’; ADDOR; AOKI, 2010).

Dependendo da regido do corpo, ha o estrato lucido que fica logo abaixo
do estrato corneo. Ele existe em locais de maior atrito da pele, como as solas
do pé e palmas das méos e, dependendo do autor, essa camada é considerada
parte do estrato corneo e ndo uma camada distinta (NG; LAU, 2015).

O estrato corneo € a camada externa da epiderme, nela ha cornedcitos
embebidos em uma matriz lipidica responsavel por formar e fazer a
manutencao da barreira da pele contra a desidratacao e agentes xenobidticos.
E também responsavel pela funcdo de barreira seletiva da pele devido a sua
organizagao molecular, composta basicamente por lipidios saturados
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intermoleculares que estdo principalmente no estado solido em temperatura
ambiente e umidade relativa normal, fazendo com que haja seletividade ao que
ira permear ou ndo (VAN SMEDEN et al., 2014; MATSUI; AMAGAI, 2015).

A organizacdo desses lipidios é bastante densa podendo gerar
interagbes com organizagdo cristalina ortorrbmbica, onde suas cadeias
alifaticas tendem a adotar conformacdo trans, formando uma estrutura
cristalina hexagonal. Entretanto, ha também uma fragcdo liquida onde ha maior
permeabilidade, uma vez que devido as isomerizacdes de Gauche (que
aumentam a energia conformacional), a matriz cristalina é completamente
perdida (BARBA et al., 2019).

O estrato corneo possui em sua constituicdo ceramidas, acidos graxos e
colesterol, sendo organizado de forma ordenada para que a fungdo de barreira
da pele seja mantida (SAHLE; BODO; WOHLRAB, 2015). O principal
componente celular sdo os cornedcitos, que sao queratindcitos anucleados, ja
no estagio final de diferenciacao dessa linhagem celular. Os cornedcitos tém
como fungdo reter os filamentos de queratina junto a matriz de filagrina,
organizando e cimentando a matriz extracelular rica em lipideos e, ao contrario
dos queratindcitos, células nesse estagio perdem a sua capacidade
proliferativa e em determinado momento ativam a apotose, gerando a
descamacdo da pele (EVORA et al., 2021).

O estrato cérneo é dividido em duas camadas, sendo a primeira 0
stratum disjunctum que é a parte mais superficial e com os lipideos menos
compactados, enquanto que a segunda € o stratum compactum com lipideos
mais compactados tendo maior disposicdo para a organizagado cristalina
(PIERARD et al., 2015).

O colageno, a elastina e a fibronectina, sao sintetizados pelos fibroblastos
e tém por funcdo diminuir a visoelasticidade da pele, a tornando mais rigida e
firme, o que faz com que as células fiquem aderidas a matriz, além de serem
importantes para a cicatrizagdo cutdanea. Com o passar do tempo a producao
destes componentes € diminuida e o que foi produzido fica susceptivel a
degradacao, o que pode tornar a pele mais frouxa e capaz de formar rugas
(SCHALKA et al., 2017).

Outro composto importante para manter a integridade da pele é o acido
hialurénico, produzido por queratindcitos e fibroblastos. Ele forma um bloco
coeso entre as células capaz de manter hidratagao e elasticidade da pele em
condigcdes normais (SANDOVAL; CAIXETA; RIBEIRO, 2015).

2.2 INFLAMACAO

O processo inflamatorio pode ser dividido em agudo e crénico, sendo que
as principais diferencas sao de acordo com a duracdo e se ha ou ndo um
estimulo externo. Sendo assim, a inflamagado aguda dura apenas alguns dias
ou semanas, ocorrendo somente enquanto ha a presenca de um estimulo
externo, enquanto que a croénica ocorre quando ha uma intensa infiltracdo de
células do sistema imune mesmo ap0s a destruicdo do xenobidtico, podendo
persistir por meses ou até anos (ABUDUKELIMU et al., 2018).

A inflamagao € um processo degenerativo intenso, ao ponto de causar o
acumulo local de produtos catabdlicos, sendo estes moléculas de baixa massa
molecular, o que leva ao aumento de pressdo osmoética, aumentando o edema
da regido, podendo causar também elevagcdo da temperatura. Ocorre devido a
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reacdo do corpo contra infeccdes, irritagdes ou outras injurias (STANKOV,
2012).

O processo inflamatorio estd atrelado ao sistema complemento, que € a
principal resposta humoral (realizada por anticorpos) envolvida, participando de
praticamente todas as etapas da fase efetora da inflamacao (onde ha a respota
ao antigeno). Dentre estas atividades estdo a fagocitose, a opsonizagao, o
aumento da permeabilidade vascular, entre outras (DUNKELBERGER; SONG,
2010).

Ao ser desencadeada a inflamacao, além da producao de IgE, ocorre a
ativacao das vias TH2 e TH22, além de aumentar as atividades das vias TH1 e
TH17 no inicio da fase aguda, sendo que com a persisténcia dessas vias
(exceto a TH 17) por mais de 48 h ocorre entdo o aparecimento dos
biomarcadores IL4 e IL13 (interleucinas) que fazem parte das citocinas, assim
como as quimiocinas CCL17, CCL18, CCL19, CXCL9, CXCL 10 e CXCL 11.
Outros biomarcadores também associados a essa condi¢cao sao IL4 e IL13,
ambos associados a espongiose. O TSLP (linfopoietina do estroma timico)
afeta negativamente a producéo de filagrina, o que compromete a barreira
epidérmica. Além disso, o TSLP junto a IL31, sdo responsaveis pela indug¢ao do
prurido (FARIA et al., 2017).

A inflamagdo aguda comecga quando ocorre o estimulo nocivo diretamente

na pele dando inicio a fase irritativa que é onde ocorre a liberagdo dos
leucdcitos para que haja o combate ao xenobidtico. Com isso, inicia-se a fase
vascular que causa o aumento da vascularizagao e da permeabilidade do local
afetado para que os leucécitos possam chegar até seu alvo. Apos isso, ocorre
a fase exudativa formando o edema. A proxima fase € a necrotica, onde ocorre
a apoptose do tecido inflamado. Em seguida, ha a fase de reparacdao onde o
tecido comegca a se regenerar, havendo a regeneracao (substituicdo das
células antigas por outras novas semelhantes) ou a cicatrizacdo (onde é
formado o tecido fibroso) (PATIL et al., 2019).
No caso da inflamagdo aguda ela ocorre assim que o xenobiédtico € opsonizado
e ocorre a ativagdo dos macréfagos, o quais iniciam a sintese de citocinas e
quimiocionas, tais como as interleucinas (IL) 1 e 6, assim como o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), que, dentre todas as suas agdes, sao capazes de
fazer com que ocorra a vasodilatagdo no local, assim como o aumento do fluxo
sanguineo e o aumento do recrutamento dos leucécitos (YAHFOUFI et al.,
2018; KANY; VOLLRATH; RELJA, 2019).

Com a sua liberagao, essas proteinas sao capazes de ativar as células
endoteliais que por sua vez expressam as selectinas (moléculas de adesao)
que tém por funcao se ligar aos neutréfilos e mondcitos que estdo passando
pela corrente sanguinea para os conduzir até o local onde devem fazer sua
acdo. Apds isso, elas expressam as integrinas que fazem a adesdo dos
neutrofilos e mondcitos que através do processo de rolamento se ligam
fortemente ao endotélio fazendo com que se inicie o processo de diapedese,
no qual os leucdcitos adentram o espaco intersticial através das fenestras e
alcangam o tecido acometido (MULLER, 2013).

Ao chegarem até o local onde se encontra o agente xenobidtico, os
leucdcitos liberam mais quimiocinas e citocinas para amplificar a resposta
ativando uns aos outros. Com isso, inicia-se o processo de fagocitose, no qual
os leucocitos englobam o agente estranho e o digerem através da liberagao de
oxido nitrico, espécies reativas de nitrogénio e lisozimas. Apos destruirem o
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agente agressor, os leucécitos passam a destruir o tecido lesionado/necrosado
e d4 inicio a limpeza e regeneragdo tecidual (HIRAYAMA; IIDA; NAKASE,
2018).

Caso o agente desencadeador da inflamacéao for persistente (acima de 72
horas), observa-se o inicio da inflamacgéao crénica. Histologicamente, trata-se de
um infiltrado de células mononucleares em conjunto com destruicao tecidual e
de cicatrizagdo incompleta contendo tecido conjuntivo fibroso. Pode também
ser uma inflamagdo granulomatosa, onde se observa um acumulo de
macrofagos ativados (FURMAN et al., 2019).

Sao exemplos de eventos desencadeadores de inflamacao cutanea:
infec¢des bacterianas, fungicas e virais (ZACHARY, 2020); fraturas e entorses
(LOI et al.,, 2016); exposicao a estresse térmico ou causado por radiagao
ultravioleta (LOPES; MCMAHON, 2016); doencas alérgicas, agudas e cronicas
como a dermatite e a psoriase (AKDIS, 2012).

2.3 DERMATITE ATOPICA

A dermatite atopica € uma doenca inflamatéria cronica e nao-contagiosa
gue acomete a pele, sendo assim um tipo de eczema. Ela ocorre em individuos
com prédisposicao genética. Nela ocorre o prurido, a xerose cutanea, lesdes
eczematosas, além de danos na barreira epidermal e desregulacdo do sistema
imune (BARBAROT et al., 2018).

Estima-se que nos paises desenvolvidos a prevaléncia de dermatite
atopica esteja em crescimento, podendo chegar a acometer entre 10 e 20%
das criangas na Europa e em paises como Estados Unidos, Japao e Australia,
enquanto que em adultos essa taxa cai para entre 1 e 3%. Essa taxa tende a
cair em paises menos industrializados, especialmente em areas rurais (LEITE;
LEITE; COSTA, 2007).

No Brasil, a prevaléncia da doenca varia de 8,9 a 11,5% e tem maior
frequéncia em criangas no Norte e no Nordeste, sendo que sua origem pode
ser tanto de origem idiopatica quanto por contato com alergénicos e agentes
infecciosos (CASTRO, 2006; LIMA; NUNES, 2015). Dentre os agentes
desencadeadores mais comuns estdo o niquel, o cromo, as fragrancias nos
perfumes e em produtos de higiene pessoal e a para-fenilenodiamina presente
em tinturas capilares (PEISER et al., 2012)

Outros fatores desencadeantes do eczema sao a pré-disposicao genética
do individuo (incluindo o fumo de cigarros durante a gravidez), produtos
contendo detergentes, fibras téxteis (como a la e o nilon), perfumes, alimentos,
pd de sujeira, grama, polen, pelos de animais como de cées e gatos (SM et al.,
2014).

A dermatite ndo sé gera problemas fisicos como também €& capaz de
desencadear eventos psicossomaticos como a alexitimia (incapacidade de
caracterizar verbalmente as sensagdes), além de dificuldades com autoimagem
e autoestima (DOS SANTOS-SILVA; LUIZ RODRIGUES; ELIZABETH BAKAL
ROITBERG, 2017).

Nela, ocorre a producao de resposta imune através da producao de IgE
para combater alérgenos ambientais e/ou alimenticios, podendo ndo apenas
desencadear a inflamagdo cutdnea mas também asma e a rinite alérgica
(LEITE; LEITE; COSTA, 2007), bem como hiperplasia epidérmica e infiltragcao
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vascular de células T o que acarreta na espongiose (edema intercelular)
(EICHENFIELD et al., 2012).

A dermatite atdpica é caracterizada por ser uma inflamacao crbnica, ou
seja, que se inicia a partir de uma inflamagao aguda e evolui, tendo duragao
prolongada, podendo chegar a durar anos e onde ocorrem simultaneamente os
processos de inflamagao ativa, destruicdo e reparo tecidual (RERKNIMITR et
al., 2017), sendo que durante esse processo, existem alteragdes vasculares
(edema e infiltrado) capazes de aumentar a quantidade de neutrofilos,
macrofagos, linfocitos e os plasmdcitos causando destruicdo tecidual, assim
como ha também a angiogénese e fibrose ocorrendo ao mesmo tempo tendo
também a presenca de linfécitos T secretores de citocinas (STEINHOFF et al.,
2006).

Seu inicio se da muitas vezes de forma assintomatica, podendo ser
desencadeada devido a infeccdes persistentes, exposicao prolongada a
alergenos e produtos potencialmente toxicos e autoimunidade, e muitas vezes
sinais clinicos comuns a inflamag¢do aguda como edema e eritema podem nao
ser observados (KIM; KIM; LEUNG, 2019).

Sendo uma doenca alérgica, a dermatite atdpica sofre diferenciacao
celular tanto na derme quanto na epiderme. Na epiderme ocorre a exosserose
que € a inflamagdo seguida de acumulo de células pré-inflamatérias no local,
levando a um quadro de espongiose podendo se extender da camada basal até
a granular e causar a ruptura das juncdes desmossomais entre as células,
causando o aparecimento de vesiculas onde pode haver a migragdo de células
pro-inflamatorias (linfocitos, neutréfilos polimorfonucleares e eosindfilos). Com
isso, a inflamacdo e a espogiose aumentam ao ponto de causar rupturas na
pele (LACHAPELLE; MAROT, 2011).

Na derme, com a inflamagdo causada, os capilares podem ser
comprimidos acumulando sangue em alguns locais, podendo também haver a
dilatacdo dos vasos linfaticos, tendo uma densa infiltracdo de células
mononucleadas (principalmente linfécitos e macréfagos) nos espacgos
perivasculares, além da derme também ser passivel de se romper devido a
espongiose (LACHAPELLE; MAROT, 2011).

Os neutrofilos ou células polimorfonucleares sdo as células leucocitarias
advindas da medula éssea e sao as células em maior concentracdo no sangue
humano tendo sua contagem global aumentada em casos de processos
inflamatorios ou alérgicos como as dermatites. Sao originados das células-
tronco através de um processo de maturagao celular leucopoese a qual
acontece no timo (NEMETH; SPERANDIO; MOCSAI, 2020)

Os linfocitos sédo células do sistema imunoldgico ativadas quando ha a
necessidade de resposta contra agentes infeciosos ou a xenobidticos. Podem
ser classificados como células T, B e natural killers (NK). As T sdo mediadoras
naturais do sistema imune, sendo necessarias para manter a autotolerancia e
evitar problemas autoimunes. As B, por sua vez, participam da produgao dos
anticorpos e citocinas, bem como funcionam como apresentadoras de
antigenos. Por fim, as NK possuem granulos grandes e providenciam resposta
imune contra agentes infecciosos, além de responderem atacando o
crescimento tumoral (ORAKPOGHENOR et al., 2019).

Os macréfagos sao mediadores da homeostase tecidual, respondendo a
presenca de patdégenos no reparo tecidual apdés a eliminagcdo do agente
estranho, uma vez que conseguem se guiar pelos vasos sanguineos através do
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gradiente de sinais paracrinos e enddcrinos liberados pelas células injuriadas
tais como proteinas celulares, bem como através das proteinas e antigenos de
superficie de microrganismos, podendo assim os fagocitar e lisar com suas
enzimas (LASKIN et al., 2011; URIBE-QUERO; ROSALES, 2017). Quanto a
reparacao tecidual, esta ocorre devido a liberacdo de fatores de crescimento
tais como o TNFa, VEGF e PDGFA, além de citocinas anti-inflamatorias como
0 IL-10 e o TGF-B (LANDSKRON et al., 2014).

Por fim, os eosindfilos sao ativados em casos de reacgoes alérgicas e sao
responsaveis por liberar proteinas catibnicas armazenadas em seus granulos
citoplasmaticos durante o processo de degranulacdo para destruir possiveis
agentes desencadeadores de alergias e irritagées. Dentre suas proteinas estéo
a proteina basica principal 1, proteina eosinofila catidbnica, neurotoxina derivada
do eosindfilo e a eosincfilina peroxidase, além de que é capaz de produzir a IL-
5 (WELLER; SPENCER, 2017).

2.4. ADMINISTRACAO CUTANEA DE FARMACOS

A aplicacdo cutdnea tem como local de administragdo as camadas
superficiais da pele, sendo a permeacdo de acordo com a primeira Lei de
Difusdo de Fick, devendo o farmaco permear apenas a epiderme e parte da
derme, ndo entrando em contato com 0s vasos sanguineos e nem ser
absorvido por eles, exercendo assim um efeito local (KAUR et al., 2016). Na
administracdo transdérmica, por sua vez, o farmaco além de poder chegar até
o tecido subcutaneo, deve ser absorvido pelos capilares sanguineos e com isso
exercer um efeito sistémico (SERAFIM et al., 2013).

Sendo assim, o efeito topico trata desordens cutaneas, tais como doencgas
inflamatorias (incluindo as dermatites), psoriase e o lupus eritematoso,
enquanto que a aplicagdo transdérmica pode ser utilizada para tratamentos de
problemas nos musculos, 0ssos e articulagdes e até outros 6rgaos. Ensaios in
vitro podem comprovar se um novo sistema farmacéutico em desenvolvimento
€ capaz de ter efeito topico ou sistémico, dentre eles podem ser citadas as
técnicas de permeacdo e retencdo cutanea, assim como avaliagbes ex vivo
utilizando por exemplo a pele da orelha de porco (RUELA et al., 2016).

Apods a aplicacao de uma formulagado sobre a pele, os compostos volateis
sao perdidos, formando assim um filme oclusivo sobre a pele, o que concentra
o farmaco até chegar ao nivel de supersaturacao o que causa o aumento do
influxo do farmaco para a pele aumentando a atividade termodindmica da
formulacdo sem alterar a estrutura da pele, o que diminui a possibilidade de
irritacao ou de efeitos colaterais (KATHE; KATHPALIA, 2017).

A permeacado de farmacos pode ser dividida em vias do estrato corneo e
dos apéndices cutdneos. A via do estrato corneo possui as rotas:
transcelular/intracelular (permeacao através dos cornedcitos até a epiderme
viavel) sendo a mais comum, e a intercelular/paracelular (permeagao através
dos lipideos do espaco intersticial). Pela via dos anexos cutédneos, pode haver
a permeacao pelos foliculos pilosos (permite a permeagéao de farmacos de alta
massa molecular), pelos ductos sudoriparos e pelas glandulas sebaceas
(SUGIBAYASHI, 2017; BAVELONI et al., 2021).

A permeacao € afetada por algumas caracteristicas do farmaco, tais como
sua lipofilia, seu grau de ionizagao, o valor de pKa do farmaco, o pH da
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formulacao e o pH de pele. De um modo geral, quanto mais lipofilico e menor
for a propor¢éo ionizada do farmaco, maior é sua permeacao (PRADAL, 2020).
De mesma forma, o pKa de farmacos ligeiramente acidos tende a
aumentar a permeacgao se comparado com os ligeiramente basicos, uma vez
que o pH da pele é acido e com isso o farmaco se encontra
predominantemente em sua forma nao-ionizada, facilitando sua permeacao
principalmente pela rota transcelular. A permeacao tende a aumentar ainda
mais quando o farmaco se encontra em uma formulagdo de pH ligeiramente
acida, pois também favorece sua forma nao-ionizada (AKULA; LAKSHMI,
2018).

E importante também considerar que toda substancia capaz de permear a
pele estara susceptivel a ser metabolizada pelas enzimas da pele, uma vez
que este tecido tem uma alta atividade metabdlica. Os processos de
biotransformagao ocorrem principalmente aumentando a hidrossolubilidade
dessas substancias, aumentando assim suas taxas de excre¢cao ou de
eliminagao. O metabolismo ocorre principalmente na epiderme, uma vez que os
farmacos ficam pouco tempo presente na derme, devido ao rapido uptake pelos
capilares sanguineos (PYO; MAIBACH, 2019)

O metabolismo ocorre através de duas etapas. A primeira € a etapa de
funcionalizagdo, onde grupamentos polares sao ou gerados ou expostos no
farmaco através de reagdes redutivas, oxidativas ou hidroliticas. Apds isso, ha
a fase de conjugacao, na qual pequenas moléculas endégenas como o acido
glicurénico ou sulfatos s&o ligados covalentemente, sendo que a massa
molecular do farmaco sempre sera aumentada, além da sua hidrofilia, fazendo
com que o metabdlito passe mais rapido para a corrente sanguinea (PYO;
MAIBACH, 2019).

Dentre as enzimas envolvidas na fase | da metabolizagdo cutédnea, ha a
alcool desidrogenase, a monooxigenase flavina-dependente, aldeido
desidrogenase, aldocetorredutase, carboxilesterase, esterase e COX. Quanto
as enzimas de fase |Il, temos glutationa-S-transferases (GUT), UDP-
glicuronosiltransferases (UGT), sulfotransferas (SULT), N-aciltransferases
(NAT), e metiltransferases (KAZEM; LINSSEN; GIBBS, 2019).

De acordo com um estudo feito por Murakami e colaboradores, (2014), ao
avaliar amostras de diferentes 6rgaos de camundongos através da
cromatografia liquida com espectrometro de massas, foi possivel encontrar 123
metabdlitos do resveratrol apds este ser aplicado via cutdnea sendo
comparada sua permeacao de acordo com diferentes formas farmacéuticas e
um controle contendo o composto dissolvido em etanol. Apés 4 horas, a
maioria dos metabdlitos foi encontrada no sangue ou em érgaos como o figado,
sendo que na propria pele foi encontrado o resveratrol ainda ndo metabolizado
e pequenas quantidades dos metabdlitos sulfato de dihidro-resveratrol e os
isbmeros cis e trans do resveratrol-3-O-glicuronida, demonstrando que ao
serem metabolizados, estes metabdlitos passam rapidamente para a corrente
sanguinea para entao sofrerem excrec¢ao renal.

2.5 TRATAMENTOS CONVENCIONAIS DA DERMATITE
ATOPICA

Quanto ao tratamento, primeiramente é necessaria uma combinagao
entre skin care, com o uso diario de emolientes para a restauracao da barreira
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epidérmica através da reposicdo de lipideos no estrato cérneo como
ceramidas, acidos graxos livres e colesterol, que causam a ocluséo da pele e
diminuem a perda de &gua transepidermal que esta aumentada quando
ocorrem rachaduras na pele prejudicada, associado a cosmecéuticos
emolientes e a anti-inflamatorios corticosteroides topicos. Também, deve-se
evitar o contato com sensibilizantes e alergénicos. Podem ser usados também
inibidores topicos de calcineurina (tacrolimus e pimecrolimus) (NOWICKI et al.,
2015; HON et al., 2018)

E importante observar a lavagem, uma vez que temperatura do banho e
o tipo de produto de higiene podem piorar a condicdo da pele, causando o
ressecamento, inflamagao e prurido. Produtos contendo detergentes sintéticos
como sabonetes, shampoos, condicionadores ou até detergentes de limpeza
aumentam a presenga de queratindcitos granulares responsaveis pela defesa
da pele, mas também pela disfuncdo da propriedade de barreira. O ideal € que
no banho se utilize agua morna e sabonetes sem detergentes, proprios para
individuos com eczema (DEGUCH]I et al., 2015).

Um fator importante a ser levado em consideragao € que, apesar de a
radiagao solar causar melhora aparente na condi¢gao dos individuos durante os
momentos de crise, ainda assim isso € questionavel uma vez que a radiacao
UV pode impactar na barreira da pele por gerar radicais livres, capazes de
danificar lipideos, proteinas e o DNA das células, causando ndo apenas o
aumento da inflamagao e irritacdo, como também a pré-disposicao a outras
doengcas como o cancer de pele, sendo entdo importante o uso de
fotoprotetores para evitar este tipo de exposi¢cao. Outros cuidados com a pele
sdo para evitar exposicdo a grandes variagbes de temperatura e umidade
relativa (PIQUERO-CASALS et al., 2021).

Uma vez que a pele afetada pela dermatite deixa estes pacientes mais
susceptiveis a infec¢des, patdgenos como Staphyloccocus aureus passam a
expressar fatores de viruléncia, com ao a-toxina, capaz de clivar a E-caderina
presente nas jungdes celulares e causar a morte de queratinocitos e a proteina
A, capaz de ativar o TNFR-1 e induzir resposta inflamatoria em queratindcitos.
Além disso, esta bactéria também é capaz de produzir proteases que irdo
afetar o estrato corneo e criar condi¢des favoraveis a formagado de biofilme
(GEOGHEGAN; IRVINE; FOSTER, 2018). Sendo assim, as infec¢cdes também
precisam ser tratadas junto com a inflamacéao.

E possivel tratar essas infeccdes com pomadas contendo antibioticos
como a mupirocina, bem como imunossupressores sistémicos incluindo a
ciclosporina, metotrexato, azatiotropina e o mofetil micofenolato, também sendo
recomendados banhos contendo 5% de hipoclorito de sédio (MARCIA; SILVA,
2018).

Pode-se incluir antibiéticos tépicos e sistémicos quando for constatado
que ha a presenca de infec¢cdo. Dentre os antibiéticos tdpicos mais comuns ha
o acido fusidico associado com corticdides, como valerato de betametasona,
acetato de hidrocortisona e butirato de clobetasona. Quanto aos tratamentos
via oral, os principais sao flucloxacilina, penicilina e eritromicina (FRANCIS et
al., 2017).

Outra alternativa é a suplementagdo da vitamina D, uma vez que esta
tem efeitos imunomoduladores e esta relacionada com a produgdo da
catelicidina, um peptideo anti-infectivo que pode auxiliar no combate das
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infeccbes por S. aureus que agravam ainda mais a dermatite (LIMA et al.,
2015).

A calcineurina € uma proteina situada no citoplasma de diversos tipos
celulares, incluindo linfécitos e células dendriticas, e quando ativada induz a
transcricdo das interleucinas pro-inflamatérias dependentes de calmodulinas e
imunofilinas. Os inibidores interagem com imunofilinas diferentes exercendo um
nivel diferente de efeito farmacolégico dependendo de qual imuncfilina é
inibida, sendo que o tacrolimus por exemplo, se liga a proteina FK506 podendo
reduzir a sintese de IL-2, 3, 4 e 5 e o TNFa, enquanto que o pimecrolimo a
microfilina 12 (ou FKBP-12), o qual pode inibir as IL-2, 4 e 10, assim como o
interferon y (FRACARO; AUGUSTO, 2000).

Existe também a opcao de se utilizar farmacos biolégicos aprovados pelo
FDA para o tratamento da dermatite atopica. Atualmente, os mais utilizados via
sistémica sao: o omalizumabe (anticorpo humanizado, 95% humano e 5%
murino), um bloqueador de mastdfilos e basoéfilos que impede a cascata
enzimatica do sistema complemento; o dupilumabe (anticorpo 100% humano),
o qual reduz a producao de biomarcadores Th2 e de outros genes associados
a ativacao de células T, sendo util para controle de dor e prurido, bem como no
reestabelecimento da func¢do barreira da pele (DELEANU; NEDELEA, 2019).

Existem também farmacos produzidos por processos biotecnoldgicos (mas
sem ser considerados biofarmacos) de administracao topica, como no caso da
pomada de crisaborol 2%, a qual pode ser usada em criangas a partir de 2
anos reduzindo a inflamacgao e o prurido, um inibidor boro-mediado da enzima
PDE4 que causa o aumento da adenosina monofosfato ciclica intracelulas
(cAMP) que é um regulador negativo de citocinas pré-inflamatérias
(MCDOWELL; OLIN, 2019).

Os corticosteroides topicos sao os farmacos mais bem aceitos para o
tratamento das dermatites, uma vez que sao anti-inflamatoérios, anti-
proliferativos e supressores de células produtoras de citocinas como os
neutrofilos, monocitos, linfocitos, células de Langerhans e das interleucinas
(proteinas produzidas por leucécitos como os linfécitos T, responsaveis pela
ativacao da inflamagao) como a IL-1a, IL-1B e IL-2, o fator de necrose tumoral
(TNF-a, sendo citocinas capazes de induzir células a apoptose), fator
estimulador de colbnias de granulécitos humanos (GM-CSF, responsavel pelo
aumento de neutrdéfilos liberados pela medula 6ssea), além de poderem ter a
habilidade de induzir a producdo de proteinas anti-inflamatorias como a
lipocortina, vasocortina e vasorregulina (MAYBA; GOODERHAM, 2017).

Quanto aos anti-inflamatoérios tépicos, o mais comum € o0 uso de
corticosteroides topicos, sendo farmacos utilizados para o alivio de sintomas e
ndo para a cura de doengas como dermatites e psoriase. A permeacao desses
farmacos depende da espessura do estrato cérneo, pois quanto mais fino, mais
facil sera a permeacao. Porém, o uso de corticosteroides deve ser por periodos
curtos, pois ao serem utilizados a longo prazo estes podem causar ardéncias e
atrofias na pele e dependendodo local provocar o surgimento de estrias e acne.
Por isso o tempo de tratamento deve ser de até 2 semanas na face e de até 3
semanas no restante do corpo (LEAL et al., 2015).

Devido aos problemas associados ao uso de corticosteroides, torna-se
interessante o uso de alternativas terapéuticas para o tratamento de
dermatites, tais como o uso de fitocompostos como o trans-resveratrol.
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2.6. TRANS-RESVERATROL

O resveratrol (3,5,4’-stilbenotriol) € um composto fendlico nao-flavonoide
da classe estilbenoide, além de ser uma fitoalexina. Possui forma molecular
C12H1403 e massa molecular de 228,47 g/mol, é também um composto
altamente lipofilico e cristalino. Seu pKa é 8,99 e logP é de 3,4 tendo boa
solubilidade em etanol e DMSO mas ndo sendo facilmente solubilizado em
agua, sendo a sua solubilidade em agua de 3 mg/100 mL e em tampao fosfato
pH 7,4 de 100 pg/mL (RICCIO et al., 2020a).

Por ser um fitonutriente, ele pode ser encontrado em diversas fontes
alimentares, tais como uvas (e seus derivados vinhos e sucos), amendoins,
pistaches, mirtilos, amoras, cranberries e nas raizes da planta Polygonum
cuspidatum, tendo diversos efeitos benéficos para a saude e baixa toxicidade
(RICCIO et al., 2020b).

Dentre esses efeitos estdo diminuigcdo de taxa de risco cardiaco, agente
antioxidante, anti-inflamatorio, hipoglicemiante, antimicrobiano, antitrombotico e
quimiopreventivo, assim como pode ser utilizado como coadjuvante para o
tratamento de doengas neurodegenerativas tais como Alzheimer e Parkinson
(KURSVIETIENE et al., 2016).

Sua biossintese ocorre em espécies vegetais quando sofrem algum dano
fisico, quimico, microbiolégico ou mecanico. A sintese do trans-resveratrol se
inicia a partir das moléculas de fenilalanina que sofrem a agdo da enzima
fenilalanina amonialiase, ou apartir de moléculas de tirosina na qual a enzima
tirosina fenilalanina aménia liase as transformam em moléculas de fenilalanina
para dar prosseguimento a biossintese. Apos a¢do enzimatica, duas moléculas
de fenilalanina se tornam molécula de acido cinamico que entdo sofre a agéo
de uma outra enzima, a 4-cumaroil-CoA ligase, formando uma molécula de
para-cumaroil-CoA. Por fim, essa se condensa com trés moléculas de malonil-
CoA sob a agao da enzima estilbeno sintase, formando entdo uma molécula de
trans-resveratrol (JEANDET et al., 2013).

O resveratrol pode ser encontrado na forma de dois isbmeros: o trans e o
cis, como demonstra a Figura 3. A estilbeno sintase sintetiza apenas o isbmero
trans quando sob algum tipo de stress e, ao entrar em contato com a radiagdo
ultravioleta, esse isbmero pode atenuar a radiagao se tornando no seu isbmero
cis, o que faz com que em plantas frescas se tenha quase que somente o
isbmero trans, enquanto que produtos derivados possuam uma propor¢ao mais
significativa do cis, o qual é também bioativo, porém com menor potencial
terapéutico (ZHAO et al., 2015; FLIEGER; TATARCZAK-MICHALEWSKA,;
BLICHARSKA, 2017).

O trans-resveratrol possui em sua estrutura grupamentos fenoxil (anéis
fenila com 6 carbonos com formula CsHs ligados a -OH) com as ligagbes C-H
substituidas nas posi¢cées 3, 4 e 5 por grupamentos hidroxila (-OH). Ha
também a presenca de uma ponte de etileno (-C=C-) ligando as duas fenilas.
Sado ambas as fenilas que o tornam uma molécula hidrofébica, porém a
presenca das hidroxilias permitem com que ele possa apresentar certo grau de
polaridade (BENAYAHOUM; AMIRA-GUEBAILIA; HOUACHE, 2015).

Na imunoterapia, o resveratrol € capaz de modular diversas enzimas
pertencentes as classes das quinases, lipoxigenases, ciclooxigenases e as
sirtuinas, algumas delas diretamente relacionadas a inflamac&o. Acredita-se
que seu mecanismo de acdo ocorre com a ativagcao das deacetilases de
histona tipo 2 e a SIRT-1 que sao proteinas que removem as acetilas das
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histonas do DNA, o que altera a transcricdo das citocinas pro-inflamatorias
como o NF-kB ao deacetilar sua subunidade RelA/p65, afim de induzir o fator
transcricional KLF-2 (Kréppel-like factor 2), fator esse com participacdo na
modulacdo nao sé da inflamagdo, mas também da angiogénese em células
epiteliais como as da epiderme, afim de ter efeito como agente vasodilatador e
antitrombdético (TAO et al., 2016).

Segundo Shaito e colaboradores, (2020), o trans-resveratrol possui
diversos efeitos benéficos para a saude ndao apenas na imunoterapia, porém
altas doses podem levar a efeitos contrarios aos que se €& esperado. Um
exemplo € a atividade antioxidante, a qual ocorre em baixas concentragoes,
porém quando em maiores quantidades, este composto pode passar a de
comportar como um pré-oxidante. Outro exemplo de problemas deletérios
causados pelo efeito dose-dependente do composto € o antiproliferativo ndo
seletivo, podendo inclusive a causar citotoxicidade sobre linhagens celulares de
fibroblastos, conforme afirmam Maccario e colaboradores (2012).

Trata-se também de uma molécula pouco estavel, sendo de dificil
incorporacao em formas farmacéuticas. Um desses problemas que precisa ser
resolvido € sua isomerizagao de trans pra cis-resveratrol, uma vez que este
composto fotoisomeriza rapidamente, principalmente quando sob a o espectro
de luz completo (UV/Vis). O trans-resveratrol ainda pode formar outros
produtos de degradacdo devido a dois mecanismos distintos: o ataque da
radiacao aos seus grupamentos hidroxila, podendo gerar produtos tais como o
4-hidroxibenzaldeido, 3,5-dihidroxibenzaldeido, o 4-acido dihidroxibenzdico e
ao 2-(3,5-dihidroxifenil)-2-acido hidroxiacético (SILVA et al., 2013).

O resveratrol também é passivel de ser oxidado, uma vez que as
moléculas de Oz (anion superdxido) podem atacar seus grupamentos hidroxila
(principalmente o na posicdo 4’ da fracdo fendlica) e gerar produtos de
oxidagao tais como o 3,5-acido dihidroxibenzoico, para-hidroxibenzaldeido, 3,5-
dihidroxibenzaldeido e o piacetanol (CAMONT et al., 2012).

Devido a sua baixa solubilidade e alta cristalinidade em solu¢cbes aquosas,
o resveratrol tem dificuldade em ser incorporado em algumas formas
farmacéuticas, isso se da por ele ser um composto classe Il do Sistema de
Classificacao Biofarmacéutica, ou seja, de baixa solubilidade e alta
permeabilidade intestinal, o que entdo pode prejudicar sua biodisponibilidade
ndo s6 na administracdo via oral mas também em outras vias, incluindo a
cutdnea (ZHOU et al, 2016). Para isso, algumas solugcdes podem ser
propostas, dentre elas a diminuicdo do tamanho de particula, formacgao de sais
do farmaco ou pro-farmacos com maior solubilidade, o uso de tensoativos e o
emprego das dispersdes solidas (KAMALAKKANNAN et al., 2010).

Por fim, este pode ser vantajoso frente ao tratamento com corticoides,
uma vez que estes ndo irdo causar os problemas de uso prolongados
observados nos corticoides e tém menor chance de sensibilizagcdo com o
passar to tempo, o que significa que pode ser utilizado como produto
dematoldgico para o tratamento basal da dermatite atdpica, usando ele apés
encerrar o tratamento com os corticoides.

2.7 CRISTALINIDADE DE FARMACOS

Formas farmacéuticas solidas tém alguns desafios muito recorrentes,
tais como a necessidade de se ter a solubilidade, a taxa de dissolucéo, a
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morfologia e, dependendo da via de administracdo, a compressibilidade
adequada as suas finalidades. No caso tanto da solubilidade quanto da taxa de
dissolucao, estas podem estar intimamente ligadas a cristalinidade dos
materiais, incluindo o farmaco (TAYLOR; BRAUN; STEED, 2021).

Um cristal se forma quando suas moléculas em estado sdélido se
arranjam de forma regular se repetindo nas mesmas posicbes de forma
tridimensional, enquanto que um sélido amorfo tem suas moléculas distribuidas
aleatoriamente, formando interagbées entre si de modo desordenado (DATTA;
GRANT, 2004).

Farmacos em sua forma cristalina possuem menor energia livre,
enquanto que ao serem amorfizados eles tendem a ter maior energia livre,
sendo esse fator de relevancia para o aumento da sua molhabilidade e,
consequentemente, solubilidade. Porém, durante o armazenamento, o farmaco
tende a voltar para o seu estado de menor energia, 0 que causa sua
recristalizacdo com o passar do tempo, tornando o sistema instavel (ASGREEN
et al., 2020).

Existem diversas formas nas quais um farmaco cristalino pode se
apresentar: polimérfica, em forma de co-cristais, de solvatos e hidratos. Cada
forma possui uma solubilidade e taxa de dissolucao diferente das demais,
mesmo que se trate do mesmo composto, desde que este esteja puro e seja m
avaliados esses parametros sob as mesmas condigdes de temperatura,
concentracao e pH (MURDANDE et al., 2011).

A molhabilidade de um pé € o pré-requisito para que hajam agdées como
solubilizagao, dissolucdo, desintegracao e a dispersao de farmacos sendo este
fendbmeno determinado pela energia do p6é em questdo. Porém, pos muitas
vezes tém graos de morfologias e proporgdes de componentes diferentes,
fazendo com que muitas vezes nao seja possivel determinar exatamente se
irdo se molhar ou ndo (PURI et al., 2010).

A solubilidade é uma propriedade onde um sdlido, liquido ou gas pode
ser dissolvido em um ou mais solventes que podem também estar em um
desses trés estados fisicos da matéria, desde que haja um equilibrio dinamico.
Um material pode ser dissolvido em outro até o0 momento no qual ele atinja a
concentragcdo de saturacao, onde se perde o equilibrio dindmico (SAVJANI;
GAJJAR; SAVJANI, 2012).

Tanto a molhabilidade quanto a solubilidade s&o diminuidas quando o
solido em pdé esta em formato cristalino, pois devido as interagcdes
intermoleculares desse solido, seus atomos nao estao disponiveis para formar
ligacdes de hidrogénio com o solvente, diminuindo assim a interagdo com o
solvente (SALUJA et al., 2016; WANG et al., 2021).

Existem diversos modos de se amorfizar um farmaco, dentre elas ha os
métodos de super congelamento de liquidos, moagem, liofilizagao, spray drying
e a desidratagdo de liquidos cristalinos. Os processos de amorfizagdo de
farmacos se dividem em duas principais categorias: fornecimento de energia
termodindmica que torna as moléculas termodinamicamente instaveis (como
através do fornecimento de calor ou da dissolugéo) tais como a liofilizagdo e o
spray drying; ou a conversao dos cristais em materiais amorfos através de
métodos fisicos que causem a disrup¢do molecular, tais como a moagem
(EINFAL; PLANINSEK; HROVAT, 2013).

Durante o desenvolvimento e a produ¢ao em escala industrial, a
recristalizagao pode ser controlada de diversas maneiras. A primeira é através
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de sensores in situ detectados por softwares tais como o gCRYSTAL®,
DynoChem® e COMSOL Multyphysics®. Pode-se também fazer analises de
controle de qualidade durante todas as etapas de producdo e no produto
acabado através da espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier e refletancia total atenuada (ATR-FTIR) e espectroscopia RAMAN. E
possivel também fazer o controle através da propria formulagao pelo ajuste de
fatores como concentragdo, supersaturagado, propor¢dao farmaco e solventes
(controle de concentragcdo) e controle da nucleagdo (impedindo assim o
crescimento de novos cristais). Por fim, & possivel aplicar modelos algoritmicos
preditivos para saber o tempo de estabilidade de uma formulacdo (GAO et al.,
2017).

2.8 DISPERSOES SOLIDAS

Apesar de farmacos altamente cristalinos terem alta pureza e estabilidade,
eles sofrem de problemas de solubilizagdo, sendo necessarias técnicas
capazes de amorfizar o farmaco. As dispersdes soélidas (DS) sao sistemas
geralmente em formato de pdés nos quais o farmaco altamente cristalino é
misturado a uma matriz inerte (polimeros hidrofilicos) e juntos sofrem agum
determinado processo que faz com que as moléculas do farmaco sejam
dispersas entre as cadeias poliméricas passando para o estado amorfizado, o
gue pode aumentar sua solubilidade aparente (WILSON et al., 2020).

O polimero serve para estabilizar o farmaco em consequéncia de fatores
como as interagbes moleculares, barreira contra o processo de cristalizagédo e
efeito antiplastificante. Além disso, por serem utilizadas moléculas hidrofilicas
e, devido ao aumento de solubilidade, consequentemente ha aumento na
dissolucao do farmaco (SINGH; MOOTER, 2015).

O aumento de solubilidade aparente pode ocorrer ao se adicionar
tensoativos que poderao acelerar a solubilidade aparente aquosa do farmaco.
Dentre os tesnoativos mais comuns, pode-se citar o lauril sulfato de sodio
(anibénico), cetrimida e cloreto de benzalcbnio (catidnicos), os poloxamers e 0s
polissorbatos (ndo-idnicos), bem como a polietilenoglicol 1000 succinato
(TPGS) e o Soluplus® (anfotéricos) (CHAUDHARI; DUGAR, 2017).

As dispersdes solidas sao classificadas por geracdes: a primeira contém
um carreador cristalino e possui baixa estabilidade; a segunda possui
carreadores amorfos capazes de amorfizar o farmaco, possuindo assim uma
taxa de dissolugcdo mais elavada, porém também tem baixa estabilidade e o
farmaco pode precipitar se estiver supersaturado; a terceira geragcao contém
carreador amorfo hidrofilico e tensoativos que aumentam a solubilidade e a
taxa de dissolucdo, diminuindo a precipitagcdo quando sob supersaturacao; a
quarta, por fim, possui um polimero insoluvel em agua capaz de
intumescimento (Soluplus®) com dissolucdo acelerada e liberagdo controlada
do farmaco (TAMBOSI et al., 2018).

Existem diversos estudos que desenvolveram DS contendo farmacos anti-
inflamatorios, dentre eles os anti-inflamatdérios nao esteroidais (AINES) tais
como O haproxeno, ibuproxam, piroxicam, aceclofenaco, flurbiprofeno,
ibuprofeno, cetoprofeno, rofecoxibe, etoricoxibe e o celecoxibe, além de anti-
inflamatérios esteroidais tais como a dexametasona, prednisona, prednisolona
e a hidrocortisona. Dentre os polimeros mais utilizados para obtencao de
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dispersdes solidas contendo esses farmacos, ha a quitosana e a PVP
(MAESTRELLI; BRAGAGNI; MURA, 2016).

As dispersdes soélidas podem, desta forma, aumentar a solubilidade de
farmacos utilizados para o tratamento da dermatite, como demonstrado nos
estudos envolvendo o rizabeno, farmaco antialérgico também utilizado para os
tratamentos de asma brénquica, rinite atdopica, queloides, que possui baixa
solubilidade e € passivel de fotodegradagao (assim como o resveratrol). Com
isso, esse farmaco sofreu o tratamento com moagem por via umida e isso fez
com que se obtivesse dispersdes solidas cristalinas desse farmaco, o que
aumentou sua solubilidade e consequentemente sua atividade farmacocinética
(ONOUE et al., 2011).

Acredita-se que ao atingir o estado de supersaturacao de uma dispersao
sdlida, € possivel aumentar a concentracdo de farmaco livre, o que
consequentemente aumenta a atividade termodinamica do soluto (farmaco) e
faz com que haja um gradiente de concentragdo de farmaco entre dispersao
sélida e a membrana plasmatica das células, favorecendo assim o transporte
passivo do farmaco e com isso aumentando a biodisponibilidade (LI; TAYLOR,
2018).

Quanto a estabilidade das dispersdes solidas, € necessario avaliar
algumas caracteristicas. A primeira € a escolha do polimero e da metodologia
empregada. O polimero deve ter uma alta temperatura de transi¢cao vitrea (Tg)
para que este promova o efeito de antiplastificacdo, o que causa a
desaceleracdo da mobilidade molecular e previne a recristalizagdo do farmaco.
Por outro lado, quando o sistema atinge temperaturas maiores que a Tg, ocorre
o efeito de plastificagdo, acelerando a mobilidade molecular e causando a pré-
disposicdo para a recristalizagdo do farmaco (KNAPIK-KOWALCZUK et al.,
2020).

Outro problema que estes materiais podem enfrentar € a higroscopia,
fendbmeno no qual uma substancia pode adsorver ou absorver a umidade do ar.
Ao absorver a umidade, o material hidrossoluvel pode vir a iniciar sua
solubilizagéo, afetando assim a estabilidade do sistema e podendo fazer com
que as moléculas de farmaco voltem a fazer interagdes entre si até recristalizar.
Além disso, a umidade pode levar a eventos fisicos como o caking ou a
reagcdes quimicas como a plastificacdo do carreador ou a hidrdlise do matrial
(TERESHCHENKO, 2015).

Quanto ao armazenamento das dispersdes sélidas, existem varios fatores
a serem considerados para manter sua estabilidade. De acordo com Baghel e
colaboradores (2016) além de ser necessaria a preservacao da umidade e do
calor, também ocorre que, de modo geral, quanto menor o tempo de contato do
material com a fonte de calor do processo e mais devagar o resfriamento do
material, maior serd a estabilidade do sistema.

2.9 SPRAY DRYING

Existem diversas técnicas para a producado de dispersdes solidas, sendo
que as mais utilizadas sdo extrusao a quente, remocgao de solvente com fluido
supercritico, liofilizagdo, o uso de spray dryer, leito fluidizado e do evaporador
rotativo. O spray dryer € um equipamento capaz de promover a operagao
unitaria de secagem de materiais que levam solventes organicos e polimeros
com altas temperaturas de transicdo vitrea, sendo um método extremamente
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rapido de evaporacao de solvente, transformando quase que instantaneamente
uma solugdo em particulas solidas de tamanho pequeno e com boa
padronizacao (GOHEL et al., 2009; SWATI; WANG, 2014).

Tem vantagens frente as outras técnicas, pois causa a remocao rapida de
solvente, com uniformidade de tamanho de particula relativamente maior,
gerando particulas nanométricas ou com alguns micrémetros. E uma técnica
que admite o uso de solventes organicos para otimizagédo da solubilizagdo dos
materiais sélidos e melhorar a secagem, como também ¢é possivel controlar o
tamanho das gotas de formulagao a serem secas, umas vez que quanto menor
o didmetro do bocal de atomizagdo, menor sera o tamanho da gota e menor
sera o tamanho da particula seca (JAMES et al., 2018).

A evaporacado rapida do solvente permite que ocorra 0 aumento da
viscosidade do sistema, o que acarreta no aprisionamento cinético do farmaco
na matriz inerte do carreador, o que geralmente faz com que se tenha uma
dispersdao molecular supersaturada levando a formagao de sistemas como as
dispersdes solidas, sistemas sdlidos autoemulsificantes e nanodispersdes
(ZHANG et al., 2018).

O fluido de alimentagao é levado por meio de bomba peristaltica para um
atomizador pneumatico que o dispersa em finas goticulas no interior de uma
camara de secagem. As goticulas encontram uma corrente de ar quente (ou
outro fluido de secagem) que determina a evaporacgao instantanea do solvente.
As particulas sodlidas assim formadas sao separadas do vapor no ciclone e
coletadas na forma de p6. O vapor € levado para fora do sistema por um
sistema de vacuo controlado (PAUDEL et al., 2013).

Como as dispersbes solidas consistem em farmacos hidrofébicos e
cristalinos, € importante levar em consideragcdo a escolha dos solventes
organicos utilizados. Um solvente orgéanico tem como fungdo causar a quebra
das interagcdes moleculares e consequentemente da estrutura cristalina do
farmaco para solubiliza-lo. Outro fator importante € que se utilize solventes de
facil volatilizagdo para facilitar o processo de secagem e manter o material o
mais seco possivel para que este fique estavel por mais tempo (SINGH;
MOOTER, 2016).

Deve-se também levar em consideragao sempre que possivel a utilizagcao
preferencial de solventes “verdes” ou eco-friendly, ou seja, com menor
potencial de serem nocivos ao meio-ambiente (CAPELLO; FISCHER,;
HUNGERBUHLER, 2007).

2.10. QUITOSANA

Dentre os polimeros usados para a obtencado das dispersdes sélidas esta
a quitosana, cuja estrutura esta representada na Figura 5. Trata-se de um
biopolimero derivado da desacetilagdo da quitina que é extraida do
exoesqueleto de crustdceos como os camardes, krills, lagostas e os
carangueijos apds passar pelos processos de desmineralizacdo e
desproteinizacdo, sendo um derivado hidrossoluvel (ELIEH-ALI-KOMI;
HAMBLIN, 2016).

E dificil determinar caracteristicas da quitosana, tais como massa
molecular ou ponto de fusdo, devido a diferentes processos extrativos e
produtivos, que geralmente produzem diferentes massas moleculares e graus
de desacetilacdo do material. A quitosana comercializada é geralmente
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proveniente dos exoesqueletos de camardes (Crangon crangon), de
carangueijos (como o Scylla serrata) e de escamas de peixes como Labeo
rohita (KUMARI et al., 2017).

Sua estrutura € basicamente composta por copolimeros de D-glicosamina
(porcdo desacetilada) e N-acetil-aglicosamina (porcdo acetilada) sendo
interligados por ligagbes B-1,4-glicosidicas. Dentre seus grupamentos
funcionais em cada monémero estdo hidroxilas primarias como substituintes
nas posicoes 2 e 6 nas unidades desacetiladas, bem como hidroxilas
secundarias na posicdo 3 tanto nas unidades acetiladas quanto nas
desacetiladas (sendo esses grupamentos responsaveis pelas interagcdes com
outros componentes bem como pela protonagcdo do composto, causando assim
sua solubilidade em meio acido). Também existem aminas primarias na
posicdo 2 das unidades desacetiladas (ALJAWISH et al., 2015).

Trata-se de um polimero muito utilizado como excipiente em formas
farmacéuticas, tais como desintegrante em comprimidos (RASOOL; FAHMY;
GALEEL, 2012) e como material de revestimento em capsulas (SONG et al.,
2020).

Este material também pode ser usado para a producdo de diversos
sistemas de liberagdo controlada de farmacos, como por exemplo
nanoparticulas e microparticulas poliméricas (TIYABOONCHAI, 2003; ZHAO et
al., 2018), dispersdes solidas (ZHONG et al.,, 2013), membranas poliméricas
(HOMEZ-JARA et al.,, 2018), hidrogéis (FU; YANG; GUO, 2018) e como
material de revestimento de lipossomas (SEBAALY et al., 2021).

Dentre suas vantagens para o uso em medicamentos, a quitosana se
demonstra atoxica, biocompativel, com fun¢dées antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral, mucoadesiva, hemocompativel e imunomoduladora (HAMED;
OZOGUL; REGENSTEIN, 2016). Na pele, a quitosana pode ter efeito
cicatrizante por modular o crescimento de fibroblastos (FENG et al., 2021), na
promocdo da permeacdo cutdanea (quando utilizada a de baixa massa
molecular) e boa bioadesividade (LIU et al., 2018).

2.11. POLOXAMER® 407

O Poloxamer 407® ou Pluronic® (INCI name: Poly(ethylene glycol)-block-
poly(propylene glycol)-block-poly(ethylene glycol); Figura 6), € um tensoativo
cristalino nao ibnico de caracteristica hidrofilica que pode ser utilizado em
dispersoes solidas como coadjuvante na amorfizagao do farmaco.

Trata-se de um copolimero composto por blocos de trés mondmeros
diferentes consistindo em um bloco de poli (oxido de etileno) (PEO) de
caracteristica hidrofilica em meio a monémeros de poli (oxido de propileno)
(PPO) de caracteristica hidrofébica sendo assim um composto anfifilico. Dentre
suas caracteristicas se destacam o aumento de solubilidade de farmacos
pouco soluveis, estabilizagdo de formulagbes, além de ser um composto
atoxico. O Poloxamer pode ter massa molécular de 2000 a 20000 g/mol
(GUMASTE; GUPTA; SERAJUDDIN, 2016; BODRATTI; ALEXANDRIDIS,
2018).

Pode funcionar como tensoativo capaz de formar agregados de micelas
quando acima de sua concentracao micelar critica (CMC) e temperatura
micelar critica (TMC) sendo que em concentragdes muito altas pode vir a
formar géis. Acima da CMC e da TMC, os blocos de PPO tém sua solubilidade
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em agua diminuida, formando micelas onde o PPO fica orientado para o lado
da fase hidrofébica e os blocos de PEO ficam orientados para a fase hidrofilica,
fazendo assim contato com a agua (KHIMANI et al., 2020).

Além de tensoativo, pode também ter emprego como agente emulsificante,
solubilizante, dispersante de suspensdes e agir como promotor de absor¢do
(PATEL; PATEL; PATEL, 2009).

2.12. VITAMINA E - TPGS

O D-a-tocoferil succinato de polietileno glicol, também conhecido como
Vitamina E TPGS (Figura 7), tem sido utilizado em sistemas de liberagcdo de
farmacos devido ao seu emprego como agente solubilizante, promotor de
permeacao e atividade antitumoral (uma vez que inibe a P-glicoproteina ATP
dependente relacionada a tumorigénese) (YANG et al., 2018). Devido as suas
atividades solubilizante e promotor de permeacdo, torna-se um excipiente
conveniente para a producao das dispersoes solidas na formulagao.

Sendo o TPGS um derivado de vitamina E e PEG, ele se comporta como
um material anfifilico e sua agdo como tensoativo ocorre a partir da sua CMC,
ocorrendo a formacado de micelas nas quais a vitamina E (cadeia alquila) por
ser hidrofobica se volta para a fase com maior concentracdo de material
lipofilico, enquanto que a parte do PEG faz interagdo com a fase aquosa do
sistema (MENG et al., 2017).

Geralmente é utilizada no desenvolvimento de sistemas de liberagao
controlada tais como micelas, lipossomas e nanoparticulas lipidicas (ZHANG;
TAN; FENG, 2012).

2.13. MEMBRANAS POLIMERICAS

Membranas poliméricas ou filmes poliméricos sao sistemas de liberacdo
de farmacos para administracdo topica (cuténea, bucal e oftalmica) ou
sistémica (transdérmica, oral e sublingual). Trata-se basicamente de uma
camada polimérica fina e flexivel. Algumas de suas vantagens sao a boa
capacidade de incorporagao de farmacos, aumento da biodisponibilidade por
evitar o metabolismo pré-sistémico e a nao-invasividade (KARKI et al., 2016).
Podem ser utilizadas para a cobertura de feridas na pele e para o tratamento
de pele alterada devido a problemas como a dermatite (BOUTHILLETTE et al.,
2019).

Sao sistemas vantajosos ao se comparar com formas farmacéuticas
convencionais, tais como os semissolidos, devido a ndo terem a necessidade
de aplicacbes multiplas e por ndo serem passiveis de remoc¢ao acidental
durante a lavagem ou através do atrito com as roupas, por exemplo (PUNNEL;
LUNTER, 2021).

Um filme precisa ter algumas caracteristicas adequadas ao seu uso, tais
como ser atoxico, biocompativel, biodegradavel, com boas caracteristicas
mecéanicas como a maleabilidade (que pode ser obtida através do uso de
plastificantes), ter propriedades de barreira (para evitar a perda exacerbada de
agua no local da ferida e ainda assim permitir a troca gasosa), além de uma
superficie lisa e tamanho uniforme (para evitar a entrega desproporcional de
farmaco) (KARKI et al., 2016).
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Podem ser classificadas como sistemas reservatorio ou matricial. Quando
sistema reservatorio, o farmaco fica retido em uma camada no interior da
membrana, devendo ultrapassar as demais camadas até haver sua liberacgao.
No caso do sistema matricial o farmaco fica disperso em meio as cadeias
poliméricas. Quanto a forma de liberagdo, esta pode ser por difusdo passiva do
farmaco ou por erosdo da membrana (PARK et al., 2018; PETERSEN et al.,
2020).

Sendo assim, os filmes poliméricos podem ter aplicacdo topica para que
haja o efeito cutaneo. Através do processo de difusdo, um gradiente de
concentragcado do farmaco é criado entre os meios interno e externo (pele) da
membrana, podendo ser um sistema de liberacao controlada e constante, o
que pode ser uma boa opcgao para farmacoterapias onde o farmaco possui
tempo de meia-vida curto (BATHE; KAPOOR; BATHE, 2015).

No caso da liberagcdo por erosdao, ocorrem mudangas nas propriedades
fisico-quimicas do material, tais como intumescimento, deformacdo e
desintegracao, sendo a dissolucdo um fator importante para que ocorra a
liberacdo do farmaco nesse sistema. A liberacdo por erosdo € uma estratégia
conveniente quando o farmaco possui baixa solubilidade aquosa (RASOOL;
MOHAMMED; SALEM, 2021).

2.14. SOLUTION CASTING

As membranas poliméricas podem ser obtidas por diferentes técnicas, tais
como o solvent casting, extrusdo a quente e electrospinning. Podem ser
constituidas de diversos polimeros, dentre eles a quitosana, PVP, alcool
polivinilico (PVA), polietilenoglicol (PEG), hidroxipropilcelulose (HPC),
hidroximetilpropilcelulose (HPMC), carboximetilcelulose (CMC), entre outros
(JANI; PATEL, 2014; GHOSAL et al., 2018).

O método de solution ou solvent casting consiste em dissolver o polimero
e os demais componentes (tais como o farmaco, plastificante e conservante
microbiano) em um solvente adequado e entdo colocar essa mistura sobre uma
superficie onde entao o solvente € evaporado, moldando o polimero de acordo
com essa superficie. Algumas vantagens dessa tecnologia sao distribuicdo da
espessura dos filmes que pode ser controlada e uniforme, producao de filmes
planos, porém maleaveis, o que pode aumentar a area de contato com o tecido
desejado (ANBUKARASU; SAUVAGEAU; ELIAS, 2015).

Ao ser utilizado, deve-se tomar alguns cuidados, tais como solubilizar o
polimero e os demais componentes em um solvente adequado e que seja
volatil para que haja sua evaporacao, deve ser feita uma solugdo completa do
material, evitando assim uma grande propor¢cao de componentes sélidos ou de
viscosidade alta ao ponto de ndo haver a volatilizagao do solvente e o uso de
uma plataforma adequada para que ocorra a secagem, afim de que haja a
maior homogeneidade possivel das membranas formadas (SIEMANN, 2005).

E necessario também verificar a temperatura de secagem, uma vez que
nao apenas uma temperatura muito baixa pode ndo promover uma secagem
uniforme, como também uma temperatura alta pode causar degradacdo do
material, mas também € necessario avaliar a Tg dos polimeros utilizados. A Tg
tende a diminuir quanto menor for a espessura do filme e pior for a interacao
entre os seus componentes (uma vez que uma mistura tem Tg diferente do
material puro) e, ao se chegar a esta temperatura, o fadrmaco tenderd a
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recristalizar (ERIKSSON; GOOSSENS; PEIS, 2015; MCKECHNIE et al.,
2020).

2.15. POLIVINILPIRROLIDONA

Dentre os polimeros formadores de membranas poliméricas, a PVP,
Figura 8, € uma opc¢ao interessante tendo em vista que se trata de um material
atoxico, nao ibnico, de alta solubilidade em agua e em varios solventes
organicos, com alta constante dielétrica, sendo um polimero amorfo. Pode ser
utilizada na confeccdo de comprimidos, peletes, granulos, géis, hidrogeis,
membranas poliméricas e em capsulas gelatinosas (TEODORESCU; BERCEA,
2015).

Possui uma composicao fortemente hidrofilica na sua fragcao 2-pirrolidona
(anel lactama com 4 carbonos e um nitrogénio, sendo um dos carbonos
fazendo ligacao dupla com um oxigénio) e um grupamento hidrofébico principal
que € a sua alquila. Tem excelente solubilidade em agua e outros solventes
polares devido ao seu grupo amida, do anel pirrolidona, e ao seu grupamento
metina (VORONOVA et al., 2018; URANTA et al., 2019).

Sua sintese ocorre a partir da reagdo de acetileno com formaldeido
gerando 1,4-butinodiol, que € entdo desidrogenado se tornando butanodiol.
Apods, esse composto sofre ciclizagcdo oxidativa e entdo sofre reagcdao com
amoénia para a remogao de agua, resultando em moléculas de pirrolidona. Por
fim, ocorre a introdugdo do grupamento vinila (-CH=CHy) finalizando a sintese
da PVP (TEODORESCU; BERCEA, 2015).

A PVP é capaz de promover a liberacdo controlada de farmacos,
aumentando a biodisponibilidade de farmacos pouco solluveis em agua, além
de protegé-los de agentes externos, como por exemplo temperatura, pH e
oxidagao. Além disso € um material capaz de mascarar odor e sabor de
componentes das formulagdes (FRANCO; DE MARCO, 2020).

Trata-se de um polimero interessante para ser usado como agente
formador das membranas nesse caso, uma vez que ele pode dificultar o
rearranjo cristalino do trans-reveratrol, bem como conferir a elas caracteristicas
de barreira e mecanicas de alta resisténcia (KOCZKUR et al., 2015; BASHA et
al., 2017).

2.16. GLICERINA

A glicerina ou glicerol (Figura 9) é o principal componente da classe dos
acidos graxos encontrados na gordura animal e no 6leo vegetal, sendo utilizada
na producéo de sabdo desde o século XXVIII. E soltivel em solventes tais como
o alcool, etilenoglicol, o PEG, acetona e acetato de etila, sendo um material
viscoso (1,41 Pa), temperatura de fusdo de 18 °C e pH neutro (QUISPE;
CORONADO; CARVALHO, 2013).

A glicerina é trihidroxi alcool que possui em sua estrutura um propano
com as estruturas 1, 2 e 3 substituidas por hidroxilas, sendo estas
responsaveis pela sua higroscopia e hidrossolubilidade. Na pele humana
possui efeitos como a manutengao da barreira lipidica do estrato corneo, bem
como participa da cicatrizacdo (FLUHR; BORNKESSEL; BERARDESCA,
2005).
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No desenvolvimento de membranas poliméricas, a glicerina pode atuar
como um agente plastificante, dando assim maleabilidade as formulacées. Ela
também pode servir como agente solubilizante, veiculo para formas
farmacéuticas liquidas, além de possuir algumas propriedades uteis para
aplicacdo cutdanea como ser emoliente, ceratolitico, anti-irritante e ter efeito
promotor de permeacao (FLUHR; DARLENSKI; SURBER, 2008).

2.17. POLIETILENOGLICOL (PEG 400)

O PEG (Figura 10) é uma substancia anfifilica e biocompativel e com
alta capacidade de hidratagdo. O PEG 400 tem esse nhome devido a sua massa
molecular, sendo que entre o PEG 100 e o 700 todos tém uma massa
molecular baixa o suficiente para se apresentarem liquidos na temperatura
ambiente. E um composto altamente hidrossolivel podendo também ser
solubilizado em solventes orgéanicos, formando uma monocamada de interface
ar-agua (D’SOUZA; SHEGOKAR, 2016).

Os PEG séao oligbmeros de oxido etileno, sdo polimeros sintéticos
produzidos por reagdes de policondensacdo em meio acido ou basico e
possuem diversos grupamentos éter (-CH>-O-CH»2-) com grupamentos hidroxila
(OH) nos dois terminais de suas cadeias. Quanto maior a quantidade de éteres,
maior o tamanho de cadeia e a massa molecular e assim maior a hidrofobia
(FOSTER, 2010).

Em medicamentos, o PEG 400 € comumente utilizado como co-solvente
por aumentar a solubilidade de substancias e promotor de permeacido e
absorcao (MA et al., 2017).

Em membranas poliméricas, o PEG 400 pode ser utilizado para a
melhora das propriedades mecanicas e térmicas das formulagdes, tendo efeito
como plastificante (PIVSA-ART et al., 2016). Em um estudo publicado (RICCIO
et al.,, 2021), foi possivel constatar que ao se desenvolver membranas de
quitosana com e sem PEG 400, a presenca desse material induziu poros nas
formulacdes, sendo assim, com a utilizacdo desse material nas membranas de
PVP foi possivel observar novamente a formagdo de poros nas formulagoes
desenvolvidas.

2.18. BENZOATO DE SODIO

O benzoato de sodio (Figura 11), € um composto utilizado como
conservante microbiolégico de medicamentos, alimentos e bebidas. Trata-se do
sal sodico do acido benzodico sendo um conservante estavel em meio aquoso
com propriedades bacteristaticas e fungistaticas, impedindo assim a
proliferacdo desses microrganismos na formulagdo (KHOSHNOUD et al.,
2018).

Sua estrutura é composta de um fenol ligado a um grupo carboxila (O=C-
OH), no qual o proton do hidrogénio € substituido pelo Na* e seu mecanismo de
acao ocorre a partir do momento que este € absorvido pelo microrganismo em
meio acido. Este entdo causa uma diminuigdo do pH intracelular para pH 5 ou
menos, diminuindo rapidamente a fermentacdo anaerdbica da glicose através
da enzima fosfofrutoquinase que ¢€ inibida, impedindo entdo a producao de
metabolitos necessarios para a multiplicagdo do  microrganismo
(PONGSAVEE, 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar membranas poliméricas de PVP
incorporadas com dispersdes solidas de trans-resveratrol constituidas de
quitosana contendo ou ndo Poloxamer ou TPGS para aplicagao na pele, com
potencial acao anti-inflamatoéria.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver dispersdes soélidas de trans-resveratrol constituidas de
quitosana contendo ou ndo um tensoativo (Poloxamer 407 ou TPGS), bem
como formulagdes controle (sem tensoativo) através de spray dryer, avaliar
suas caracteristicas macroscopicas e calcular seus rendimentos;

e Desenvolver e validar metodologia analitca em CLAE para a
quantificacdo do trans-resveratrol nas dispersdes sélidas e avaliar a
solubilidade e o perfil de dissolugao das DS;

¢ Avaliar as propriedades macroscopicas das dispersoes solidas, calcular
seus rendimentos em spray dryer e avaliar suas caracteristicas, como umidade,
angulo de repouso, MEV, DRX, TGA, DSC, FTIR, teor de trans-resveratrol e
solubilidade em agua;

e Desenvolver membranas de PVP incorporadas com as dispersdes
solidas mais apropriadas;

e Avaliar as caracteriscticas macroscopicas das membranas e as
propriedades de espessura, permeacado ao vapor d’agua, intumescimento,
propriedades mecanicas, MEV, DRX, TGA, DSC e FTIR;

¢ Realizar estudos in vitro de bioadesdo, perfil de liberagdo do trans-
resveratrol, permeacao e retencao cutanea in vitro em orelha de porco;

¢ Avaliar a citotoxicidade das formulagées em linhagem de fibroblastos e a
atividade anti-inflamatoria em modelo de edema de orelha de camundongo.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS UTILIZADOS

Acido acético glacial (Qhemis), agua purificada, alcool etilico absoluto
(Exodo Cientifica), D-succinato de a-tocoferol polietileno glicol 1000 (TPGS,
Sigma-Aldrich), extrato 100% resveratrol (Galena), Poloxamer® 407 (Sigma-
Aldrich), quitosana poli-D-glucosamina de baixo peso molecular (Sigma-
Aldrich), Acetonitrilo (J.T. Backer), 4cido acético glacial (J. T. Backer), metanol
(Synth), acido acético glacial (Qhemis), agua purificada, alcool etilico absoluto
(Exodo Cientifica), benzoato de sédio (Pantec), glicerina (Synth),
polietilenoglicol 400 (Synth), PVP 360 (Sigma-Aldrich).

4.2. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Agitador hematolégico de tubos AP22 Phoenix® (LMP Produtos e
Equipamentos para Laboratérios, Brasil), agitador magnético (Nova
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Instruments, Brasil), analisador de textura TA-XT Plus® (Stable Micro Systems,
Reino Unido), analisador de umidade IV 2500® (Gehaka, Brasil) aparelho
dissolutor de comprimidos Q850® (Quimis Aparelhos Cientificos, Brasil),
balanca analitica (BEL Engineering, Italia), banho ultrassonico Ultrassonic
Cleaner® (Unique, Brasil), calorimetro exploratério diferencial TGA/DSC 3+®
(Mettler Toledo, Brasil), coluna cromatografica C18 Agilent Eclipse® Plus
(Agilent, EUA) com dimensbes de 4,6 mm x 250 mm e 5 um, cromatégrafo
liguido de alta eficiéncia Alliance HPLC® (Waters, EUA), dermatomizador TCM
300® (Nouvag, EUA), difratbmetro de raios-X D500® (Siemens, Alemanha),
espectrofotometro de microplacas EPOCH® (Biotek Agilent, EUA),
espectrofotdmetro de absor¢cdo na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier VERTEX® 70 (Bruker, EUA), espectrofotometro
infravermelho com transformada de Fourier IR PRESTIGE-21® (Shimaduzu,
Japao), estufa modelo 702.780® (Quimis, Brasil), micrometro digital Great MT-
04513® (Mitutoyo Sul Americana, Brasil), microscopio eletronico de varredura
JSM 7500F® (Jeol, Japdo), microscépio JSM 7500F (Jeol, Japdo), sistema
automatico com células de difusdo vertical de Franz Microette Plus® (Teledine
Hanson Instruments, EUA), sistema de purificacdo de agua MilliQ Plus® com
condutividade 12,3 uS/cm-! (Millipore, EUA), spray dryer MSD 1.0® (LabMaq,
Brasil).

4.3. METODOS
4.3.1. PRODUCAO DAS DISPERSOES SOLIDAS

As dispersodes solidas foram preparadas dispersando a quitosana em 150
mL de solugdo aquosa de acido acético 15% sob agitagdo magnética a 700
rpm durante 1 hora. Apés isso, foi adicionado Poloxamer® ou TPGS a solugdo
e agitado novamente sob as mesmas condi¢ées. O trans-resveratrol foi
dissolvido em 135 mL de alcool etilico e adicionado a solugdo e novamente
com agitagdo sob as mesmas condi¢cdes descritas. Ao final, as solugdes
tiveram seus volumes ajustados em calices de 300 mL e agitadas com o auxilio
de bastdo de vidro, sendo armazenadas em frascos ambar com tampa e
batoque. As solugdes foram entéo levadas ao spray dryer MSD 1.0, LabMaq do
Brasil, possuindo sistema fechado e dispositivo de circulagdo de gas inerte
(inert loop) de modo a evitar explosdes ao serem secas solugdes contendo alto
teor de etanol.

O equipamento operou sob as seguintes condigdes: pressdao de -50
mmHg, temperatura de entrada de 180 °C, temperatura de saida de 120 °C,
blower 1,5, alimentagdo de 0,3 L/h sendo ent&o as dispersdes solidas obtidas
recolhidas e acondicionadas em frascos a@mbar com tampa. A Tabela 1
apresenta as proporcoes utilizadas na obtencdo das dispersdes solidas. As
formulagdes elaboradas estdo presentes nas Tabelas 2 e 3, as quais
apresentam as diferentes concentracdes empregadas.
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Tabela 1: Proporgdes utilizadas na elaboragao das dispersdes solidas.

Componentes Concentracdes
Trans-resveratrol:quitosana 1:9 1:3
Poloxamer/TPGS 0,5% 1%

Tabela 2: Composicao das dispersdes solidas contendo Poloxamer® 407.

Formulagbes Trans-resveratrol:quitosana Poloxamer (%)

DS-1:9-PX0.5 1:9 0,5
DS-1:9-PX1 1:9 1

DS-1:3-PX0.5 1:3 0,5
DS-1:3-PX1 1:3 1

Tabela 3: Composicao das dispersdes sélidas contendo TPGS.

Formulagoes Trans-resveratrol:quitosana TPGS (%)
DS-1:9-TPGS0.5 1:9 0,5
DS-1:9-TPGS1 1.9 1
DS-1:3-TPGS0.5 1:3 0,5
DS-1:3-TPGSH1 1:3 1

Além disso, duas outras formulagdes foram feitas sem esses tensoativos
e utilizadas para fins comporativos, sendo elas DS-1:9-C e DS-1:3-C (nas duas
proporgdes utilizadas de acordo com a Tabela 1).

4.3.2. RENDIMENTO DAS DISPERSOES SOLIDAS

O rendimento do processo foi calculado imediatamente apds os
experimentos de secagem com base no peso do frasco coletor acoplado ao
spray dryer. O frasco foi devidamente seco e manuseado com luvas sendo
pesado antes do processo e, apds a secagem das dispersdes solidas, esse
frasco foi novamente pesado com o material obtido, sendo subtraido o seu
peso inicial. As analises de rendimento foram realizadas em triplicata e os
célculos de rendimento foram obtidos de acordo com a Equacédo 1 (SAQUIB
HASNAIN; NAYAK, 2012).

. Massa de solidos apds secagem
Rendimento (24) = — — x100
Massa de solidos inicial

Equacéo 1: Rendimento da producéo das dispersdes soélidas por spray dryer.

43.3. CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES
SOLIDAS

4.3.3.1. TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade de pos foi determinado para as dispersodes solidas e
para o trans-resveratrol e a quitosana livres. As analises foram feitas em
triplicata pesando 1,0 g de amostra em balanga infravermelho com lampada de
halogénio acoplada, sendo a perda de massa computada como percentagem
de teor de umidade (VOGL; OSTERMANN, 2006).
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4.3.3.2. ANGULO DE REPOUSO ESTATICO (a)

O ensaio foi realizado conforme o descrito por Lamolha e Serra (2007).
Foi utilizado um funil de 140 mm de didametro superior e 11 mm de diametro
inferior, sendo preso por garra e suporte fazendo com que a base do funil
ficasse 250 mm acima da superficie onde o po ficou acondicionado apds o
fluxo. Com isso, logo abaixo do funil, colocou-se papel pardo para facilitar a
visualizagdo do po6 e, com uma régua, mediu-se a altura (h) e o diametro (d) do
po. Os valores de a foram calculados através do uso de h e d realizando-se o
calculo da hipotenusa.

4.3.3.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

Os p6s foram tridimensionalmente avaliados usando microscopio eletrénico de
varredura (MEV) em microscopio JSM® 7500F (Jeol, Japao). O preparo das
amostras consistiu na deposicdao de uma camada fina de carbono, a fim de
torna-las condutoras. As fotomicrografias de cada amostra foram obtidas com
ampliagdo de 2000, 35000 e 50000 x (BARUD et al., 2015).

4.3.3.4. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

As medidas de DRX foram executadas em difratdmetro de raios-X D5000
(Siemens, Alemanha) a temperatura ambiente, com radiacdo de Cu-Ka
(A=1,5406 A), com voltagem de 40 kV e corrente elétrica de 40 mA. Os
difratogramas foram obtidos sob varredura de raios-X de angulo aberto 26 de 2
a 40° e velocidade do goniémetro de 0,05% (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).
Também foram preparadas misturas fisicas entre 0s principais componentes
das formulagdes na propor¢cao de 1:1 (1 g de cada) para avaliar se houve
mudancga no perfil cristalino do trans-resveratrol.

4.3.35. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM  TRANSFORMADA  DE
FOURIER (FTIR)

Foram identificados os grupos funcionais pela mistura do p6 das matérias-
primas ou dispersdes solidas com KBr para formar as pastilhas na propor¢cao
de 4 mg de amostra para 200 mg de KBr. As pastilhas foram analisadas em
equipamento Shimadzu® IR PRESTIGE-21 (Kioto, Japao), com 32 scans.min"
na faixa de onda de 4000 a 400 cm™' (MERLIN; LIMA; SANTOS-TONIAL,
2015).

4.3.3.6. TERMOGRAVIMETRIA  E CALORIMETRIA
DIFERENCIAL EXPLORATORIA (TG-DSC)

As analises foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério
TGA/DSC 3+ (Mettler Toledo, EUA). As analises foram conduzidas sob
atmosfera de gas nitrogénio (50 mL/min), sendo colocados cerca de 5 mg de
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amostra em cadinhos de porcelana sem tampa, havendo outro cadinho vazio
como referéncias para ser avaliada a diferengca de perda de massa e os
eventos térmicos. As amostras foram aquecidas de 30 a 330 °C com razéo de
aquecimento de 10 °C/min (ELOY et al., 2012).

4.3.3.7. DETERMINACAO DO TEOR DE TRANS-
RESVERATROL

A metodologia de quantificacdo de teor foi descrita por Eloy et al. (2012).
Para a analise, foi pesado o equivalente a 5 mg do farmaco (tanto livre quanto
o correspondente a essa massa em cada dispersao sélida) para determinar o
teor de trans-resveratrol nas dispersdes sélidas. As dispersdes foram entao
solubilizadas em 2 mL de acetonitrila. As amostras foram homogeneizadas em
agitador de voértice por 10 minutos (para extragdao do farmaco da matriz) e, em
seguida, uma amostra de 1 mL foi transferida para um frasco volumétrico
ambar de 10 mL e preenchido com acetonitrila. As solu¢des foram filtradas em
membranas de seringa de PTFE (0,45 pm), colocadas em frascos éambar e
analisadas em CLAE (Apéndices A e B). Todos os testes foram feitos em
triplicata.

4.3.3.8. TESTE DE SOLUBILIDADE

A solubilidade tanto das dispersdes sélidas quanto do trans-resveratrol
livre foi determinada de acordo com Park et al.,, 2013, pela adicdo de um
excesso de po (o correspondente a 10 mg de trans-resveratrol em cada
formulacdo) em 10 mL &gua deionizada. As amostras foram submetidas a
agitacdo por 48 horas em agitador hematolégico de tubos a 50 rpm na
temperatura controlada de 32+0,5 °C (temperatura da pele) e filiradas em
membrana de seringa de politetrafluoretiieno (0,45 pm). Em seguida, as
solugdes obtidas foram diluidas em acetonitrila por diluicdes seriadas até atingir
a faixa de trabalho obtida pela curva de linearidade do método validado por
CLAE (Apéndices A e B).

4.3.4. PRODUCAO DAS MEMBRANAS
POLIMERICAS DE PVP

Foram selecionadas duas formulagdes de dispersdes solidas para
incoporagao nas membranas de PVP: DS-1:9-TPGS1 e DS-1:3-TPGS1, ambas
com TPGS na mesma propor¢cao, diferenciando apenas na concentragcao
farmaco:polimero, conforme a Tabela 4.

Tabela 4: Dispersées sélidas selecionadas para a incorporacdo nas membranas de PVP.
Formulagbes Farmaco:polimero TPGS (%)

DS-1:9-TPGSH1 1:9 1
DS-1:3-TPGSH1 1:3 1
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Membranas de PVP foram feitas contendo 1% do polimero, 0,1% de
benzoato de sodio, 0,05% de glicerina e 0,05% de PEG 400 e1% de dispersao
solida (Tabela 5). Foram também feitas membranas controle, sem o farmaco e
contendo quantidade correspondente de quitosana e TPGS.

Tabela 5: Planejamento para a producdo das membranas de PVP.

Formulagdes Resveratrol (g) Quitosana (g) TPGS (g)
M-1:9-TPGS1-C ) 0.9 0.1
M-1:3-TPGS1-C ) 0.75 01

0,10 0,9 0,1

M-SD-1:9-TPGS1

M-SD-1:3-TPGS1 0,25 0,75 0.1

As formulagdes foram feitas com uma solugao de 50% de alcool etilico e
50% agua purificada e entao colocadas em baldo volumétrico com 1% de acido
acético. Essa solucao foi primeiramente utilizada para solubilizar as dispersdes
soélidas/quitosana, sendo agitadas a 700 rpm por uma hora. Apés isso, o PVP e
os demais componentes foram acrescentados e agitados sob as mesmas
condicdes. As solugdes finais foram vertidas em placas de Petri de plastico (30
g) e levadas para secar em estufa a 40 °C. Ao final, as membranas foram
retiradas das placas com uma pin¢a de metal e acondicionadas em bags papel
aluminio, sendo armazenadas abrigadas da luz e de variagdes de temperatura.

4.3.5. CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS
4.3.5.1. ESPESSURA

A espessura foi avaliada com o uso de micrébmetro digital Great MT-
04513® sendo avaliados 6 pontos diferentes em cada membrana e cada
formulagcao sendo avaliada em triplicata para entdo serem feitas as médias (em
um) e os desvios padrdo de cada amostra (MENEGUIN et al., 2017).

4.3.5.2. PERFIL DEINTUMESCIMENTO

A avaliagdo do perfil de intumescimento das membranas se deu através
de uso do Funil de Enslin (MENEGUIN et al., 2017), onde o dispositivo do funil
foi acoplado a uma pipeta volumétrica de 1 mL sendo sua ponta vedada para
evitar o extravasamento do meio utilizado. Uma solu¢ao tampao fosfato pH 7,4
foi adicionada ao sistema percorrendo desde a marca 0,0 mL da pipeta até a
placa de vidro sinterizada do funil, sendo retirado o excesso e calibrado o
menisco da pipeta. As membranas foram entao seccionadas em fragmentos de
1 cm? de area e pesadas, sendo cada uma entdo disposta sobre a placa
sinterizada e o funil tampado com plastico filme. O volume de liquido absorvido
foi avaliado em fung¢do do tempo, sendo os tempos avaliados os seguintes: 1,
5, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos. Cada formulagao foi analisada em triplicata.

Os resultados foram expressos em percentagem de liquido absorvido em
relacdo a massa pesada de cada amostra, conforme a equagao 2:
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9 =V.m

Equacéao 2: Calculo de percentagem de intumescimento.

Onde:
1% € a percentagem de instumescimento da membrana;
V é o volume do meio absorvido em mL;

m € a massa pesada do fragmento da membrana em g.

4.35.3. TAXA DE TRANSMISSAO DE VAPOR D’AGUA
(TTVA) E PERMEABILIDADE AO VAPOR D’AGUA (PVA)

A permeabilidade das membranas ao vapor d’agua foi determinada
gravimetricamente, de acordo com Akhtar et al. (2019). Sec¢des circulares de
cada filme foram recortadas e tiveram suas espessuras determinadas por
micrOmetro digital Great MT-04513 (Mitutoyo, Japao) e entdo firmemente
fixadas no topo de frascos de vidro com capacidade para 20 mL e tampas
contendo um orificio interno com abertura de 1,1 cm. Os frascos foram
preenchidos com 10 mL de agua destilada (100% UR) e as membranas foram
presas firmemente entre a boca dos frascos e as tampas para evitar que
houvesse espagos abertos por onde o vapor d’agua pudesse passar. Apos a
montagem dos sistemas, os frascos foram pesados, tiveram seus pesos
anotados e colocados em dessecador contendo silica gel (0% UR). Em tempos
pré-determinados (24, 48, 72, 96 e 120 horas) os frascos foram retirados do
dessecador para serem pesados e anotados os valores. Apés a obtencao
destes valores, foi plotado um grafico tempo versus massa para a
determinagao do TTVA.

O PVA foi calculado para cada amostra pela equacgao 3:

X

PVA =TTVA .  PoRHL —RHZ)

Equacdo 3: Determinagao da PVA.

Onde:

TTVA é a taxa de transmissao de vapor d’agua de acordo com a inclinagao da
curva massa por tempo;

X é a espessura da membrana em milimetros;
A e a area de superficie da membrana exposta ao permeante (vapor d’agua)
PO é a pressao de vapor da agua pura (3,159 kPa a 25 °C);

RH1 e RH2 sdo o gradiente de umidade relativa.
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Todas as amostras foram analisadas em ftriplicata e os resultados foram
tratados pela anélise de variancia (ANOVA), assim como por comparagdes
multiplas pelo método de Tuckey. O nivel de significancia adotado foi p<0,05.

4.35.4. PROPRIEDADES MECANICAS

As propriedades mecanicas das membranas foram determinadas em
analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems, EUA) sendo equipado
com sonda de ago inoxidavel e de ponta esférica (didametro de 2,5 cm).
Secgbes dos filmes foram usadas para realizar as andlises em quintuplicata
(MENEGUIN et al., 2017). As amostras foram fixadas em suporte metalico com
um orificio circular com didmetro de 0,5 cm e a analise se deu iniciando a
sonda a uma distancia de 25 mm do suporte metadlico. A sonda desceu
perpendicularmente a superficie das membranas a uma velocidade constante
de 0,10 mm/s™! e forca de gatilho de 0,005 Kg. Com isso, através do software
conectado ao equipamento, foram feitas curvas de for¢a versus deslocamento,
sendo a forca necessaria para romper cada membrana registrada até a
perfuracdo do material. Com essas curvas, foi possivel determinar as
propriedades mecénicas, tais como a resisténcia a perfuracédo (Rp),
alongamento durante a perfuragéo (Ap) e energia na perfuragéo por unidade de
volume (Ep), que foram calculados de acordo com as equacdes 4, 5 e 6,
respectivamente.

Equacao 4: Resisténcia a perfuragdo das membranas.

Onde:
F € a forca necessaria para romper a membrana;

A é a ara de seccdo transversal das membranas (A=2.r.d, sendo r o raio do orificio e d
a espessura da membrana).

Aplwg) = JrZ +d? —Rrx100

Equacdo 5: Alongamento durante a perfuragdo das membranas.

Onde:
r € o raio da membrana sobre o orificio da placa;

d é o deslocamento do dispositivo no ponto de contato até a ruptura da
membrana.

AUC
B =5~

Equacao 6: Energia na perfuracao por unidade de volume das membranas.
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Onde:
AUC é a area sob a curva de forga versus deslocamento;

V é o volume da membrana (V=nr2h) sobre o orificio da placa.

4.355. MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

A anadlise se deu sob as mesmas condicdes que para as amostras de
dispersdes sélidas, conforme o item 4.3.3.3.

4.356. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

A analise se deu sob as mesmas condicbes que para as amostras de
dispersdes sélidas, conforme o item 4.3.3.4.

4.35.7. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (ATR)

Foram identificados os grupos funcionais através da avaliagao direta das
membranas através do uso do ATR VERTEX® 70 Bruker. As membranas foram
avaliadas em meio de reflexdo total atenuada utilizando raio polarizado de KBr,
detector DLaTGS, acessorio de amostragem de placa de diamante e faixa de
leitura de 4000 a 400 cm™' (GREGOIRE et al., 2020).

43.58. TERMOGRAVIMETRIA E CALORIMETRIA
DIFERENCIAL EXPLORATORIA (TG-DSC)

A analise se deu sob as mesmas condigdes que para as amostras de
dispersdes soélidas, conforme o item 4.3.3.6.

4.35.9. BIOADESAO IN VITRO

Foi utilizado um analisador de textura TA-XT2 (Stable Micro Systems,
EUA) no modo adhesion test. As peles de porco foram dermatomizadas em
500 um com o uso de dermatémetro TCM® 300 (Nouvag, Suica), hidratadas
com solucao de NaCl 0,9% por 15 min a 32° C (temperatura da pele) e fixadas
na sonda com anéis de borracha. Fragmentos de membranas com area de 1
cm? foram colocados sobre plataforma com orificio de 1 cm de diametro. A
descida da sonda se deu em velocidade constante a 1 mm/s-' até o encontro
da pele com a formulagédo, sendo mantido com uma forga de 0,05 N por 300
seg. A pele foi entdo separada da formulagdo com subida a 1 mm/s?,
registrando a forga de resisténcia das membranas, gerando uma curva forga
versus tempo, da qual o trabalho e o pico de adesao foram calculados O teste
foi feito em quintuplicata (SCHROEDER et al., 2007).
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4.3.5.10. LIBERACAO DO TRANS-RESVERATROL IN
VITRO

O perfil de liberagcdo do farmaco presente nas membranas poliméricas foi
avaliado em equipamento automatico de permeagcdo HANSON MICROETTE®
0700-1251 (Teledyne Hanson Research, EUA), sendo as formulagdes
colocadas sobre membranas sintéticas de acetato de celulose (0,45 pm) e 7
mL de solugdo receptora constituida de tampéao fosfato pH 7,4 nas condigdes
sink determinadas pelo estudo de solubilidade. As formula¢des foram cortadas
de modo padronizado e colocadas sobre a membrana sintética disposta na
célula de Franz com éarea de exposicdo de 1,77 cm?, sendo presas por
presilhas proprias do equipamento. Os experimentos foram realizados a 32 °C
com agitacao constante da solugcao receptora a 300 rpm. Aliquotas de 2 mL
foram coletadas nos tempos de 30 min, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas
(PRIMO et al., 2008). A quantificacdo do trans-resveratrol na solugao receptora
foi realizada por CLAE (Apéndices A e B), utilizando a curva analitica obtida na
validagcdo do método.

4.35.11. PERMEACAO CUTANEA IN VITRO

Foi realizada nas mesmas condigbes do ensaio de liberacdo. A pele de
orelha de porco foi utilizada como meio ex vivo para a mimetizacado da pele
humana, sendo dermatomizada até 500 pum deixando o estrato cérneo em
contato com as formulagdes e 7 mL da solugéo receptora de tampao fosfato pH
7,4 nas condi¢des sink determinadas, de modo semelhante ao conduzido no
ensaio de liberacao in vitro. A quantificagao foi feita pela analise das aliquotas
de liquido receptor em CLAE nas condicdes validadas (Apéndices A e B)
(RUELA et al., 2016).

4.3.5.12. RETENCAO CUTANEA IN VITRO

Apds a analise de permeacao cutanea, as peles de porco utilizadas foram
retiradas das células de Franz. As peles foram lavadas com agua destilada e
secas com papel absorvente. Em seguida, foi realizada o tape stripping para a
remocao do estrato cdérneo com 16 fitas adesivas (Scoth 750 3M), descartando
a primeira. As fitas foram colocadas em tubos de ensaio com 5 ml de
acetonitrila e agitacdo em vortex por 1 min sendo entdo as solugdes
submetidas ao banho de ultrassom por 15 min. As solugdes foram filtradas e
analisadas por CLAE sob as condi¢cdoes validadas para a quantificacdo do
farmaco retido no estrato cérneo. Fragmentos das peles foram colocados em
tubos com 5 ml da solugédo de acetonitrila com agitagdo em vortex por 2 min,
em homogeneizador de alto cisalhamento Ultra Turrax® por 1 min e em seguida
em lavadora ultrassbénica por 30 min. O conteudo foi entdo filtrado em
membrana (0,45 um) e analisado por CLAE nas condi¢bes pré-estabelecidas
(Apéndices A e B) (PRIMO et al., 2008).

4.3.5.13. CITOTOXICIDADE IN VITRO

A partir da cultura celular de fibroblastos, realizou-se uma suspensao celular
na concentracdo de 2x10° células ml'. Posteriormente foram pipetados 4 ml
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desta suspensdo em cada poco (3,5 cm de didmetro) das placas de 6 pocgos
(Costar®), em meio Dulbecco’s com 5% de soro fetal bovino. Estas placas
permaneceram em estufa, a 372 C com 5% de COg, por 48 horas, para permitir
a adesao e a confluéncia da monocamada celular. A viabilidade celular minima
para a realizagao do ensaio foi de 85%.

Apods 48 horas, o meio de cultura foi aspirado e realizou-se a lavagem
dos pogos com 2 ml de tampao fosfato pH 7,4 (PBS). Logo apos, o PBS foi
aspirado e 1 ml do meio de cobertura foi adicionado em cada pogo. Este meio
de cobertura foi composto por agar a 1,8%, adicionado do corante vermelho
neutro a 0,01% e DMEM 2X concentrado (1:1 v/v). Tanto o agar quanto o meio
de cultura permaneceram em banho-maria a 40 °C até serem colocados em
contato com a monocamada de células. As placas permaneceram na capela de
fluxo laminar por 15 minutos, aguardando a solidificagdo do agar, a
temperatura ambiente. Fragmentos padronizados das membranas foram
colocados com pingas cirurgicas no centro do po¢o contendo agar, bem como
foi adicionada uma solugéo de trans-resveratrol 3 mg/mL em DMSO (m/v) para
comparagao em outros pogos. Para o controle celular, o primeiro pogo recebeu
apenas o meio de cobertura. Para o controle negativo, foi utilizado disco de
papel filtro embebido em meio de cultura DMEM, e para o controle positivo, foi
utilizado disco de papel filtro embebido em TRITON-X. Todas as formulagdes e
a solucao do farmaco em DMSO foram testadas em triplicata. As placas foram
embrulhadas em papel de aluminio, para evitar o dano celular por fotoativagdo
do vermelho neutro e levadas a estufa a 37 °C com 5% de CO2 por 24 horas.
Apds a incubagdo, os pogos foram macroscopicamente observados, e a
formacao de um halo claro ao redor das amostras e dos controles positivos,
evidenciou os efeitos relativos a citotoxicidade. A extensdo da area descorada
foi dividida em 4 quadrantes, a partir do disco de papel filtro contendo as
amostras. Os quadrantes foram mensurados visualmente, através de
transparéncias milimetradas sob as placas e paquimetro, e entdo registradas
(RODERO et al., 2018).

4.3.5.14. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

Para o estudo de atividade anti-inflamatoéria in vivo foram utilizados
camundongos albinos (Mus musculus) machos da linhagem Swiss pesando
entre 25 e 30 g, provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu,
UNESP. O experimento foi realizado no biotério do Departamento de Farmacos
e Medicamentos, FCFAr/UNESP. Os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno em condi¢gées controladas de temperatura (23+1 °C), umidade
(55+5%) e luz (ciclo de 12 horas claro/escuro), com agua e ragao ad libitum. A
utilizacdo destes animais para realizagdo do experimento foi aprovada pela
Comissdo de FEtica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara - UNESP, Protocolo CEUA/FCF/CAr n° 31/2020.

Para que o teste fosse iniciado, os animais foram anestesiados com
injecao de cloridrato de cetamina 10% (Cetamin Syntec®, Brasil) com uma dose
equivalente a 145 mg/Kg, administrada via interperitoneal. Cada grupo com 6
animais recebeu um tratamento especifico, conforme o disposto a seguir, na
Tabela 6.
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Tabela 6: Divisdo do grupos de acordo com os tratamentos realizados.

Grupo Tratamento

1 Suspensao de trans-resveratrol (3 mg/mL) contendo 0,2%
(p/v) de lauril sulfato de sddio

Controle positivo: creme comercial de dexametasona (1 mg/g)
Controle negativo: sem tratamento

2 M-SD-1:3-TPGS1
3 M-SD-1:9-TPGS1
4 M-1:9-TPGS1-C
5 M-1:3-TPGS1-C
6
7

Administraram-se fragmentos de membranas de 1 cm de didmetro (cerca
de 20 mg de formulag&o) na orelha direita dos animais, sendo que o grupo do
controle negativo ndo recebeu nenhum tratamento e o grupo do controle
positivo foi tratado com uma formulagcdo comercial de dexametasona. A
inducao ao processo inflamatoério cutaneo ocorreu pela administracao tépica de
20 pL de dleo de créton (2,5% v/v) dissolvido em acetona, sendo aplicado na
superficie interna da orelha direita dos camundongos (de cerca de 1 cm?) apds
receber o tratamento com as formulagées ja administradas. A orelha esquerda
permaneceu sem tratamento (MAS et al, 2016). Apos seis horas de
observacao, os animais foram submetidos a eutanasia por dioxido de carbono
(COy) via inalatoria. ApGs a eutanasia, as orelhas diretas e esquerdas foram
seccionadas em circunferéncias de 6,0 mm de diametro usando um punch
dermatoldgico e pesadas. A resposta edematosa foi medida de acordo com a
diferenga de peso entre a circunferéncia das orelhas direita e esquerda de cada
camundongo. A atividade anti-inflamatéria foi expressa de acordo com a
percentagem de redugcdo do edema ao se comparar os pesos das duas
orelhas, bem como houve a comparagédo por ANOVA dos camundongos
tratados em comparagdo com o0s camundongos dos grupos controle
(BARICEVIC et al., 2001).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES SOLIDAS
5.1.1. ASPECTO DAS DISPERSOES SOLIDAS

As dispersoes solidas obtidas podem ser visualizadas na Figura 1. Elas
se demonstraram como pos finos, higroscopicos (susceptiveis ao caking),
contendo coloragdo amarela clara (mais clara que a quitosana pura). Um odor
residual de acido acético também foi notado.

Figura 1: Aspecto visual das dispersdes solidas.



47

Os pobs obtidos se apresentaram finos, sendo que isso pode se
correlacionar com o baixo conteudo de soélidos na dispersao antes da secagem,
0 que gera goticulas menores e entao particulas menores. Outro fator relevante
€ que o uso de solventes organicos pode ter impactado no tamanho de
particula obtida devido a baixa tensao superficial que gera com o bico aspersor
do spray dryer (PATEL et al., 2015).

Outro fator importante foi a escolha do sistema de solventes organicos. Ao
escolher o sistema solvente, foi levado em consideracdo que a mistura de
solventes atendesse a constante dielétrica tanto do farmaco quanto da
quitosana, fazendo com que ambos estivessem solubilizados no sistema.
Menos alcool causou a precipitagcdo do trans-resveratrol, fazendo com que a
solugcédo obtivesse um aspecto perolado, de rapida separagédo de fases e uma
menor concentragdo de acido acético causava a demora e a dificuldade de
solubilizagdo da quitosana, sendo que menores concentragdes de acido acético
causaram a precipitacdo da quitosana ao entrar em contato com o alcool
devido a diluicdo deste no sistema, o que resultou na formagdo de halo
amarelo no fundo do frasco de armazenamento. Apesar de homogéneos,
durante a secagem, os materiais no estado liquido ficaram em agitagdo por
agitador magnético a 500 rpm para verificar se a uniformidade do sistema se
manteria e para que houvesse a uniformidade no material seco, assim como
evitar o possivel entupimento do bico aspersor do spray dryer.

Apesar de o processo de spray drying ser um dos processos mais
eficientes para a remoc¢ao do solvente e secagem de pos, € comum a sobra
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residual desses solventes, o que pode deixar as dispersdes solidas com o odor
caracteristico, o que poderia ser resolvido com uma técnica secundaria de
secagem (KUMARI et al.,, 2017) tais como o uso de um secador a vacuo
podendo conter ou nao solventes (como pequenas propor¢des de solugdes
hidroalcodlicas, o que aumenta a eficiéncia da secagem secundaria)
(SHEPARD et al., 2020).

A formacao do cake esta relacionada a alta higroscopia e provavelmente
ao residual de solventes presente nas formulagées. Também ha a tendéncia de
ocorrer esse fendbmeno quando ha o armazenamento incorreto sob temperatura
e umidade relativamente altas, assim como por caracteristicas do proprio po
sua composi¢cao quimica (se altamente hidrofilica), distribuicdo de tamanho e
caracteristicas morfologicas, uma vez que ocorre a umidificacdo de sua
superficie que gera atragcado entre as particulas, levando a coesao entre elas.
Se ao estarem em contato elas sao resfriadas ou secas, forma-se uma coesao
forte o suficiente para causar o empedramento (PELEG, 2020).

Particulas soélidas amorfas contendo uma porcao cristalina sao passiveis
de sofrer sinterizacdo, processo no qual as particulas ao serem expostas a
temperatura de transicao vitrea (Tg) de seus compostos sofrem o relaxamento
das cadeias poliméricas que passam a apresentar um estado viscoso o qual
tende a se equilibrar novamente, fazendo ligagdes viscosas com a umidade
atmosférica para que haja a diminuicdo desse estado viscoso. Ao fazer
interagdo com a agua atmosférica, esta atua como um plastificante na matriz
amorfa que diminui a Tg causando a pegajosidade das particulas e entao o
caking (SCHREYER; PALZER, 2007).

De acordo com o observado por Dong e colegas (2004), ndo existe um
consenso quanto a Tg da quitosana, porém a maioria dos autores observa esse
fendbmeno a partir dos 150 °C (tendo pouca correlagdo com o grau de
desacetilagdo do material), algo que nao deve ter ocorrido devido a
temperatura de secagem ter sido abaixo desse valor (120 °C).

5.1.2. RENDIMENTO DO PROCESSO EM SPRAY
DRYER

Os valores médios e desvio padrao de cada uma das formulagdes
desenvolvidas estao dispostos na Tabela 7.

Tabela 7: Rendimentos médios e desvios padrao dos processos produtivos.

Formulagoes Médias (%)
DS-1:9-C 43,23+3,16
DS-1:3-C 34,2714,61

DS-1:9-PX0.5 42,11+3,90

DS-1:9-PX1 50,01+2,44
DS-1:3-PX0.5 46,47+3,58
DS-1:3-PX1 53,53+3,64
DS-1:9-TPGS0.5 39,89+2,92
DS-1:9-TPGS1 56,98+5,19
DS-1:3-TPGS0.5 42,10+3,14

DS-1:3-TPGS1 48,25+5,23
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De acordo com os resultados obtidos, ndao houveram diferencas
estatisticas entre as amostras, porém, € possivel notar um ligeiro aumento nas
médias das formulagées contendo menor propor¢cdo de quitosana e de
adjuvante farmacéutico (seja ele Poloxamer ou TPGS).

Isso se deve principalmente ao fato de que a quitosana € um material
higroscopico e que possui adesividade quando em contato com superficies,
principalmente quando eletricamente carregada (pré-requisito para sua
solubilizagdo em solucao acido acético) podendo se manter ainda carregada
positivamente durante a passagem pelo sistema do spray dryer o que causa
uma consideravel adesividade em superficies como as paredes do ciclone do
equipamento (MUNAWIROH; LIPIPUN; RITTHIDEJ, 2018;
CHANDRASEKHARAN et al., 2019).

A umidade residual tende a aumentar quanto menor for a taxa de
aspiracdao do spray dryer; logo, € possivel que se houvesse uma menor
umidade das formulagdes, haveria também um maior rendimento por diminuir
sua adesao as paredes do equipamento, porém, € preciso notar que uma taxa
de aspiracdo menor aumenta o rendimento do processo (que nesse caso foi de
0,3 L/h), o que faz com que seja dificil de predizer qual dos dois fatores pode
ter impactado mais no rendimento do processo. Outra questdao é a alta
viscosidade gerada pela adi¢cdo da quitosana, fazendo com que o conteudo de
solidos fosse baixo para nao tornar as suspensdes tao viscosas. A baixa
proporcao de sélidos comparada com a propor¢ao de solventes também causa
aumento na umidade final dos produtos, pois ha uma diminuicdo de
transferéncia de calor e massa, diminuindo a temperatura de outlet do
equipamento, ndo secando completamente as dispersdes solidas (OGUNJIMI;
FIEGEL; BROGDEN, 2020).

O fato de ter sido escolhido o alcool como um dos solventes organicos
pode ter sido também favoravel ao aumento de rendimento do processo.
Kaupinnen et al., 2018 relataram que ao se comparar os rendimentos na
producao de dispersdes soélidas de quitosana contendo etanol, etil acetato ou
apenas agua, o etanol apresentou valores maiores no rendimento do produto.

5.1.3. TEOR DE UMIDADE

O teor de umidade esta relacionado com o potencial higroscopico dos
pés. Cada pd possui uma constituicdo quimica que pode realizar interagdes
com a umidade atmosférica em maior ou menor grau. Pds capazes de realizar
maiores interacdes com a umidade do ar (como a adsor¢ao de agua) podem
estar mais susceptiveis a problemas de estabilidade, tais como a hidrélise, o
caking e o crescimento bacteriano. A Tabela 8 traz as médias das
percentagens de umidade para cada p6 analisado.
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Tabela 8: Médias de percentagem de umidade.

Formulagbes Umidade (%)
Trans-resveratrol 5,940,12
Quitosana 14,41£0,12
DS-1:9-C 6,410,00
DS-1:3-C 4,0+0,06
DS-1:9-PX0.5 5,8+0,10
DS-1:9-PX1 4,9+0,00
DS-1:3-PX0.5 5,3+0,06
DS-1:3-PX1 6,1+0,15
DS-1:9-TPGS0.5 6,8+0,12
DS-1:9-TPGS1 6,01£0,06
DS-1:3-TPGS0.5 6,21+0,06
DS-1:3-TPGS1 5,810,10

Inicialmente, foi possivel observar que mesmo apéds ficar 5 dias em
dessecador, o p6 da quitosana de baixo peso molecular se apresentou com um
alto teor de umidade (14,4+0,12%) o que pode ocorrer devido a natureza deste
polimero. A quitosana tem caracteristica altamente higroscépica devido a uma
grande quantidade de grupamentos livres (grupos hidroxilas e aminas) capazes
de fazer ligagbes de hidrogénio com a agua atmosférica, o que faz com que
apresente umidade relativamente alta (até 11%, por exemplo) mesmo sob
condigbes adequadas de armazenamento (SZYMANSKA; WINNICKA, 2015).

Quanto ao trans-resveratrol, este demonstrou uma umidade
relativamente menor (5,9+0,12%) e mais condizente com os valores
encontrados para as formulagdes. Sendo este um composto hidrofobico, sua
superficie tende a repelir a umidade atmosférica e com isso o pd acaba
apresentando uma quantidade relativamente menor de umidade mesmo em
condicoes de armazenagem que contenha uma maior umidade relativa do ar
(ZHOU et al., 2016).

De acordo com a literatura, € comum que apdés a secagem de
dispersdes solidas em spray dryer se tenha a presenca residual dos solventes
organicos utilizados no processo, sendo que este valor varia comumente entre
1 e 10%, podendo haver o odor dos solventes organicos bem como a
necessidade de secagem adicional (SHEPARD et al., 2020). E necessario
também observar que mesmo que as dispersdes soélidas tenham a quitosana
como principal componente, estas apresentaram cerca de metade do teor de
umidade que a quitosana livre. Isso pode estar intimamente ligado as
interacdes entre o trans-resveratrol e a quitosana, uma vez que esses quando
em contato podem fazer ligagcdes de hidrogénio entre si através dos seus
grupamentos hidroxilas, o que resulta numa menor disponibilidade desse grupo
a fazer interagbes com a umidade atmosférica (PENG et al., 2010).

5.1.4. ANGULO DE REPOUSO ESTATICO

O éangulo de repouso se correlaciona com a interagdo de um p6 com o
solvente. A Tabela 9 apresenta os valores obtidos em triplicata e as médias
para o angulo de repouso (a) obtido de cada amostra.
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Tabela 9: Resultados de angulo de repouso (a) das amostras analisadas, de
acordo com Zhang et al. (2014).

Formulagbes Angulo (a) Classificagéo
DS-1:9-C 30,46 Boa
DS-1:3-C 29,20 Excelente

DS-1:9-PX0.5 27,22 Excelente

DS-1:9-PX1 29,20 Excelente
DS-1:3-PX0.5 28,74 Excelente
DS-1:3-PX1 19,86 Excelente
DS-1:9-TPGS0.5 21,80 Excelente
DS-1:9-TPGS1 25,20 Excelente
DS-1:3-TPGS0.5 25,20 Excelente
DS-1:3-TPGSH1 23,38 Excelente
Resveratrol 16,50 Excelente
Quitosana 48,18 Ruim

Se o angulo de inclinagdo for largo o suficiente para superar as forcas de
friccdo, significa que o po tem coesao e adesao fracas e que com isso uma
particula pode deslizar sobre outra com maior facilidade, aumentando assim o
fluxo e a molhabilidade do material, algo que pode entdo ser correlacionado
com uma maior difusdo do farmaco, ou seja, um material cujas particulas séao
muito coesas, pode ter sua molhabilidade e tempo de dissolugdo prejudicados
(MAXIMIANO et al., 2010).

Sendo assim, o angulo de repouso esta relacionado a friccado entre as
particulas de pd, sendo também ligado a coesao interparticular, ocorrendo por
forcas de van der Waals ndo especificas, o que aumenta se o tamanho de
particula for menor, assim como se houver uma umidade relativa maior. Além
disso, as particulas, em virtude da forga eletrostatica gerada devido ao atrito,
apresentam dificuldade de fluxo uma vez que se aumentam as forgcas de
coesao interparticulares e de adesdo a outras superficies, o que implica
também em uma menor solubilidade do pé (LI et al., 2004).

Partindo desse principio, foi possivel notar com os dados que a quitosana
possui um a=48,8° demonstrando que sua molhabilidade é considerada ruim
de acordo com a literatura (VADIYAR et al., 2016) ndo sendo adequada para
uma solubilizagao espontanea. Exceto pela formulacdo DS-1:9-C (que possui a
maior propor¢ao de quitosana e nao possui surfactante), as demais amostras
obtiveram valores entre 19,86 e 29,20° demonstrando que todas tém boas ou
excelentes condi¢des de molhabilidade.

A presenca de tensoativos pode aumentar a molhabilidade de compostos
hidrofébicos como o trans-resveratrol e, consequentemente, das dispersoes
solidas (FENG et al., 2018). Além disso, tensoativos nao-ibnicos tais como o
Poloxamer (PERCIVAL et al., 2018) e o TPGS (PHAM; CHO, 2017) tendem a
aumentar a molhabilidade das dispersdes sdlidas através da solubilizacdo
micelar e formacdo de complexo farmaco-polimero (RAHMAN et al., 2020), o
que pode também influenciar nos resultados.
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5.1.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

O trans-resveratrol (Figura 2) demonstrou superficie lisa e formato
irregular, ora tendendo ao formato esférico, ora tendendo ao retangular, sendo
ambos apresentados em diversos tamanhos, o que pode ser relacionado ao
fato do material poder ser encontrado parte amorfizado e parte em seu estado
cristalino. J&4 o p6 de quitosana (Figura 3) apresentou formato de escamas,
indicando seu arranjo molecular amorfo.

Figura 2: Fotomicrografia do trans-resveratrol 35000x.

- 100nm IQ-UNESP 6/29/2020
X 35,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.3mm 10:28:54

Figura 3: Fotomicrografia da quitosana 35000x.

=3 100nm IQ-UNESP 6/29/2020
X 35,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.2mm 10:11:42

No que diz respeito as formulagdes, as amostras DS-1:9-C e DS-1:3-C
(Figura 4) demonstraram formato esférico e formagao de pequenos agregados
(sem visualizagao de ligagao entre as particulas).
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Figura 4: Fotomicrografias das formulacbes DS-1:9-C e DS-1:3-C 35000x.

As formulagées contendo Poloxamer® 407, por sua vez, demonstraram
novamente estruturas esféricas, porém com a existéncia de ligagao fisica entre
as particulas, o que é indicio de que estas formulagdes formam agregados
incapazes de serem dissociados, como pode ser visto na Figura 5.

Figura 5: Fotomicrografias das formulagdes contendo Poloxamer® 407, 35000x.

- 100mm IQ-UNESP 9
2.00kv sEX GB_LOW WD 5.0
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As Formulagdes contendo TPGS também tenderam a formar grandes
agregados compostos de pequenas particulas esféricas, como podem ser
vistos na Figura 6.

Figura 6: Fotomicrografias das formulag¢des contendo TPGS 35000x.

De fato, uma forma esférica mais bem definida (como as formulagées DS-
1:9-C e DS-1:3-C) pode melhorar as caracteristicas do p6 obtido, porém né&o
apenas esse fato deve ser levado em conta. As formulagdes contendo
Poloxamer® 407 ou TPGS, apesar de formarem agregados, podem ser também
interessantes uma vez que formam um po menos fino e com menor chance de
ser levado junto do ar do spray dryer durante a secagem das dispersdes
sdlidas. O fato das demais formulagdes terem morfologia parecida torna
possivel avaliar outros parametros mais relevantes, como a proporgao
farmaco:polimero das formulagdes, o que € interessante do ponto de vista
terapéutico, uma vez que pode acarretar numa necessidade de uma
concentragao menor de dispersdes soélidas para que seja alcangado o indice
terapéutico (PATRA et al., 2018).

As particulas das formulagbes analisadas demonstraram ter tamanhos em
sua maioria nanomeétricos indo até 2 pm, sendo que particulas com tamanho
inferior a 10 um indicam alta tendéncia de aglomeracao de particulas e maior
resisténcia ao fluxo, o que pode também explicar o motivo do rendimento da
producdo do spray dryer ndo ser tao alto. Além disso, particulas com formato
mais grosseiro como no caso da quitosana podem implicar num rendimento
menor, uma vez que elas tém maior capacidade de sofrerem intravamento
mecanico e com isso terem seu fluxo comprometido (GELDART; ABDULLAH;
VERLINDEN, 2009).
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5.1.6. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Os dados referentes ao DRX do farmaco, da quitosana e das formulagdes
controle podem ser vistos na Figura 7.

Figura 7: DRX das matérias-primas e das formula¢des DS-1:9-C e DS-1:3-C.

——8D-1:9-C
—8D-1:3-C
—AQs
—RESV

Intensidade (u.a.)

20 (graus)

E possivel ver que o trans-resveratrol possui uma estrutura altamente
cristalina, apresentando picos bem-definidos e estreitos (HUANG et al., 2017),
enquanto que a quitosana apresenta uma estrutura mais amorfa, tendo apenas
duas bandas extensas e pouco definidas em 10° e entre os 18 e 0s 23° no
difratograma indicando que na verdade sua estrutura € semicristalina (KUMAR
et al.,, 2012). As dispersodes solidas DS-1:9-C e a DS-1:3-C, por sua vez nao
apresentam os picos do farmaco, porém demonstram tragcos da estrutura semi-
cristalina da quitosana, o que demonstra a efetividade na amorfizagcdo do
farmaco, podendo ser indicio de que as formulagdes poderdo aumentar a
solubilidade deste.

Na Figura 8, € possivel ver as demais formulagdes (contendo Poloxamer
ou TPGS, respectivamente).
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Figura 8: DRX das formulagdes contendo Poloxamer®407 ou TPGS, respectivamente.
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Nelas, também ¢é possivel notar a banda caracteristica da presenca da
quitosana, sem haver os picos cristalinos caracteristicos do farmaco, indicando
que o trans-resveratrol foi amorfizado durante esse processo.

5.1.7. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM  TRANSFORMADA  DE
FOURIER (FTIR)

As 10 amostras foram submetidas a analise de FTIR, sendo agrupadas em
3 grupos para melhor visualizagédo. O primeiro grupo foi o das formulagées SD-
1:9-C e SD-1:3-C, além do trans-resveratrol e quitosana (Figura 9), o segundo
foi o das 4 formulagdes contendo Poloxamer® 407 (Figura 10) e o terceiro
grupo foi o das 4 formulagées contendo TPGS (Figura 11).

Figura 9: FTIR das matérias-primas e misturas fisicas 1:1 (PM).

—— PM-QS/PVP
PM-RESV/PVP
—— PM-RESV/QS
——RESV
—PVP
—Qs
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De acordo com literatura, o trans-resveratrol possui bandas caracteristicas
entre 1500 e 1400 cm devido a presenga de alcenos (ligagées C=C) que estado
presentes ligados aos aneis aromaticos e também na dupla ligagdo em meio a
ponte de metileno que liga esses dois aneis aromaticos. Outras bandas podem
ser observadas entre 1300 e 1000 cm+, que correspondem a presenca de
ligagbes C-O (que indicam a presenca dos fendis) e, por fim, outra banda
caracterisitica do composto esta presente entre 800 e 550 cm indicando
ligacbes =CH que indicam a presenca dos aneis aromaticos (SHEU et al.,
2013). As bandas estado indicadas com a cor preta na Figura 20.

A quitosana (Figura 20, indicado em roxo), por sua vez, possui como
principais caracteristicas uma banda em 3433 cm- (estiramento -OH do
grupamento hidroxila), 2919 e 2876 cm' (estramento C-H), 1647 cm-
(estiramento N-H correspondendo a amina primaria existente em cada unidade
de glicose), em 1378 cm (estiramento indicando ponte de O responséavel pela
ligacdo de cada monOmero de glicose ao seu adjacente) e em 1100 cm-~
(estiramento C-O, que pode significar a ligacdo entre 0 monémero de glicose e
as hidroxilas) (SATHIYASEELAN et al., 2014).

E possivel observar ainda na Figura 20 (formulagées DS-1:9-C e DS-1:3-
C) o aparecimento de bandas em 1409 cm e em 1556 cm' que podem ser
indicio dos alcenos que representam a presenca do trans-resveratrol nas
formulagées, 0 mesmo pode ser observado na banda em 1080 cm+, que pode
se correlacionar com os fendis presentes no trans-resveratrol, assim como a
banda em 659 cm' que se relaciona com seus anéis aromaticos. As bandas de
estiramento em 2931 cm'e em 2880 cm, que séo tipicas das liga¢des C-H da
quitosana também estdo presentes, bem como o surgimento da banda em
3395 cm que pode indicar o estiramento de suas hidroxilas (AL-JUMAILY;
HAMID; ALI, 2014).

Essas bandas alargadas correspondem a sobreposicdo das bandas do
trans-resveratrol e da quitosana, podendo indicar um possivel alargamento da
banda referente ao trans-resveratrol. Ainda assim, os espectros ndo sugerem a
presencga de reagdes quimicas entre os componentes das formulagdes.

E possivel também notar o desaparecimento da banda do trans-
resveratrol em 3293 cm' nas formulagées, bem como os delocamentos das
bandas de 1587 cm para 1556 cm' e de 1383 cm para 1409 cm', 0 que é
sugestivo de amorfizagcao do farmaco. Isso ocorre quando ha o deslocamento
ou a diminuicado da intensidade de suas bandas podendo indicar aumento do
seu grau de amorfizacdo, podendo chegar inclusive a situagbes onde suas
bandas podem até desaparecer, como €& caso das bandas em questdo
(CATENACCI et al., 2020).
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Figura 10: FTIR das dispersdes solidas contendo Poloxamer®407.
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O Poloxamer 407 é caracterizado principalmente por uma banda de
absorcdo em 2893 cm (estiramento alifatico C-H), 1355 cm (dobramento
planar O-H), e em 1114 cm (estiramento da ligacdo C-O) (GARALA et al,
2013). Na Figura 11 é possivel verificar as bandas referentes a sobreposicao
do trans-resveratrol e da quitosana, em 659, 1080, 1409, 1556, 2880, 2931 e
3395 cm). Além disso, € possivel observar a presenga de um estiramento em
2894 cm', caracteristico da presenga do estiramento alifatico C-H do
Poloxamer 407. Assim, os espectros das dispersdes solidas preparadas com
Poloxamer nao indicam a ocorréncia de reagdes quimicas entre 0s seus
componentes.

Figura 11: FTIR das dispersdes soélidas contendo TPGS.
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As bandas do TPGS aparecem em 1745 cm— (banda da ligacao carbonila
C=0), uma banda de absorcdo em em 3452 cm' (devido ao grupamento
hidroxila O-H terminal) (HA et al., 2021). Na Figura 22, as bandas referentes a
sobreposicdo do caracteristicas ao trans-resveratrol e da quitosana em
659,1080, 1409, e 1556, 2880, 2931 e 3395 cm- estdo presentes, assim como
a banda em 1745 cm' do TPGS, como um ombro nas dispersdes solidas. Da
mesma forma, os espectros das dispersdes solidas preparadas com TPGS nao
indicam a ocorréncia de intragdes quimicas entre 0s seus componentes.

5.1.8. TERMOGRAVIMETRIA  E  CALORIMETRIA
DIFERENCIAL EXPLORATORIA (TG-DSC)

De acordo com o termograma de gravimetria da Figura 12, foi possivel
avaliar a decomposic¢ao térmica das matérias-primas, bem das formulagées SD-
1:9-C e SD-1:3-C.

Figura 12: TGA e DSC das matérias-primas e formulagdes SD-1:9-C e SD-1:3-C.
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A partir dos 270 °C trans-resveratrol teve perda de massa por volta dos
40%. Ja no que diz respeito ao termograma de DSC, o trans-resveratrol se
manteve estavel durante a maior parte da analise e apresentou pico
endotérmico e estreito em 265,9 °C, algo que vai de encontro com literatura,
uma vez que esse evento também foi evidenciado por Silva e colaboradores,
(2017), que obtiveram o mesmo pico em 267,0 °C. O aparecimento de pico
estreito esta relacionado ndo apenas a pureza, mas também a cristalinidade do
composto.

A quitosana ja inicia sua perda de massa a partir dos 30 °C até chegar aos
100 °C, quando desidrata totalmente. Apos isso, € possivel notar outra perda
de massa a partir dos 250 °C, o que vai de encontro com a literatura, que
demonstra que a partir dos 248 °C se inicia uma degradagao térmica nao-
oxidativa correspondente a desacetilacdo desse material e formagado de
estruturas insaturadas nos grupos amina, o que vai até cerca de 600 °C (DEY
et al., 2016). Quanto ao DSC, segundo também Dei e colaboradores, 2016,
ocorre 0 aparecimento de um evento endotérmico entre os 65 e 80 °C que
pode se correlacionar com a saida de umidade do material. H4 também um
pico exotérmico em cerca de 300 °C que pode se relacionar a sua degradacao
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térmica, onde ocorre a clivagem das ligagées glicosidicas e as decomposicoes
das unidades tanto acetiladas quanto desacetiladas.

O Poloxamer® 407 apresentou um pico endotérmico préoximo aos 56 °C, o
que indica seu ponto de fusdo, 0 mesmo pode ser visto no TGA, uma vez que
houve uma pequena perda de massa condizente (EI-BADRY et al., 2013).

O TPGS, por sua vez, apresentou um pico endotérmico em 39 °C, o que
vai de encontro com Lee et al. (2015), que encontraram o mesmo pico em 39,7
°C, o qual descrevem como a cristalinidade desse composto.

Ao comparar as dispersdes sélidas (presentes também na Figura 24,
assim como nas Figuras 13 e 14), é possivel observar que elas obtiveram um
perfil semelhante ao da quitosana (uma vez que este € o principal composto
nas formulagdes), havendo tanto o pico endotérmico quando o exotérmico
deste composto. Quanto ao TGA, ocorreu a perda de massa antes dos 100 °C
indicando a perda de umidade (podendo nesse caso também se correlacionar
com a volatilizagao de tracos dos solventes que podem ter ficado apds a
producao destas), além disso, € possivel notar uma perda de massa de cerca
de 8% em relacdo a umidade, valor proximo aos resultados obtidos na anélie
utilizando a balancga infravermelho.

Ainda no TGA, possivel notar uma perda de massa por volta dos 160 °C e
outra por volta dos 245 °C, podendo se correlacionar com o inicio da
degradacao da quitosana. Devido a grande perda de massa das dispersoes
sélidas antes de 265 °C (referente ao inicio da degradagdo do farmaco) é
possivel inferir que o trans-resveratrol esta amorfizado nas formulagbes e por
isso inicia sua degradacao em uma temperatura menor se comparado com ele
puro e em forma cristalina.

Figura 13: TGA e DSC das formulagbes contendo Poloxamer® 407.
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Figura 14: TGA e DSC das formulagdes contendo TPGS.
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Nas Figuras 13 e 14, é possivel visualizar que as dispersbées
demonstraram perfil muito parecido entre si. Em ambos os TGA houve perda
de massa pouco expressiva até os 100 °C, referente a perda de umidade que
foi entre 5 e 7% de modo semelhante a analise de teor de umidade, como
também de possiveis tracos dos solventes organicos utilizados (e, no caso das
formulagcées contendo Poloxamer, provavelmente houve a fusdo deste em
cerca de 55 °C), bem como o inicio da degradacdo das formulagbes foi por
volta dos 270 °C, podendo indicar a amorfizagdo do farmaco, uma vez que este
sozinho apresentou perda de massa em temperatura superior a esta, como dito
anteriormente.

Além disso, € possivel observar alguns eventos nos termogramas de DSC,
tais como um evento endotérmico em cerca de 65 °C e um exotérmico inciando
por volta dos 250 °C, semelhantes aos apresentados pela quitosana. O pico
endotérmico em 265 °C, referente ao trans-resveratrol desapareceu em todas
as formulagées, podendo indicar assim sua amorfizagdo nelas.

5.1.9. DETERMINACAO DO TEOR DE TRANS-
RESVERATROL

A determinacao do teor de farmaco presente nas dispersdes sélidas variou
entre 92,91% e 108,41% (Tabela 10), significando proximidade dos valores
obtidos com os valores tedricos das formulagdes, o que demonstra a eficiéncia
da técnica de preparo.
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Tabela 10: Determinagao do teor de trans-resveratrol nas dispersdes solidas e
suas percentagens de recuperagao.

Formulagbes Teor (ug/mL) % recuperacao
DS-1:9-C 9,29+2,01 92,91
DS-1:3-C 25,6310,88 102,53

DS-1:9-PX0.5 10,8410,48 108,41

DS-1:9-PX1 10,67+0,59 106,70
DS-1:3-PX0.5 23,83+0,15 95,32
DS-1:3-PX1 25,20+1,02 100,81
DS-1:9-TPGS0.5 10,41+1,04 104,11
DS-1:9-TPGS1 10,45+1,03 104,54
DS-1:3-TPGS0.5 26,78+1,54 107,11
DS-1:3-TPGS1 24,76+0,87 99,03

Segundo o Formulario Nacional da Farmacopéia Brasileira (ANVISA,

2012), a analise de teor de principio ativo ndo deve ultrapassar a faixa entre 90
a 110% do valor declarado na formulagao, sendo assim todas as formulagdes
se encontram dentro do preconizado, demonstrando que o processo produtivo
nao causou a degradacéo ou perda do conteudo de farmaco nas formulagdes
desenvolvidas.

5.1.10. TESTE DE SOLUBILIDADE

De acordo com a Tabela 11, as concentracdes obtidas através do ensaio
de solubilidade variaram de 8,74 pg/mL (trans-resveratrol livre) até 22,58 pg/mL
(DS-1:9-TPGS1), ndo havendo a observacao de precipitado refringente
(semelhante ao trans-resveratrol livre em suspensao).

Tabela 11: Médias e devios padrdao das concentragdes de trans-resveratrol no

ensaio de solubilidade.

Formulagbes

Concentragoes (ug/mL)

Resveratrol livre 8,74+0,11
DS-1:9-C 13,4840,19
DS-1:3-C 13,22+0,92

DS-1:9-PX0.5 14,46+0,02
DS-1:9-PX1 15,19+41,27
DS-1:3-PX0.5 16,87+0,22
DS-1:3-PX1 16,47+0,08
DS-1:9-TPGS0.5 16,29+0,10
DS-1:9-TPGS1 22,58+0,46
DS-1:3-TPGS0.5 14,39+1,14
DS-1:3-TPGS1 15,7940,12

As amostras correspondentes as formulagdes n&o apresentaram

diferengcas estatisticas entre si, porém algumas formulagcdes tiveram
solubilidade média de pelo menos o dobro se comparado com o trans-
resveratrol livre, demonstrando que as formulagdes de fato foram capazes de
aumentar a solubilidade do farmaco. Dentre elas, se destacou a formulagdo DS-
1:.9-TPGS1, a qual além de ter uma solubilidade maior que as demais
formulagdes contendo tensoativo, ainda conseguiu quase triplicar a solubilidade
do farmaco.
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Estudos como o de Ha e colaboradores (2021), demonstraram que
dispersdes soélidas de trans-resveratrol em Eudragit?® E (polimero &acido
metacrilico) atenuado com HCI também na propor¢cdo de 1:9 foi capaz de
aumentar a solubilidade em pH 6,8 com alto grau de supersaturagcéo deste
farmaco, o que vai ao encontro com o observado neste estudo.

5.2. ESCOLHA DAS FORMULACOES A SEREM
INCORPORADAS NAS MEMBRANAS DE PVP

Inicialmente, a maioria das analises foi feita comparando os grupos de
formulagées com Poloxamer® 407 e com TPGS entre si. Em muitas das
analises, as formulagbes nao mostraram diferencas satisfatérias que
justificassem qual o melhor grupo a ser escolhido, sendo entdo a principal
analise para o embasamento dessa escolha o ensaio de solubilidade, no qual,
além de ficar comprovado que as dispersdes soélidas aumentam a solubilidade
do farmaco em agua, também foi possivel ver uma maior tendéncia ao grupo
contendo TPGS de promover maior solubilizacdo do farmaco..

Sendo assim, a escolha se baseou principalmente no ensaio de
solubilidade. A formulagcdo DS-1:9-TPGS1 promoveu maior solubilidade do
trans-resveratrol sendo a melhor candidata para haver uma boa incorporagdo
de farmaco nas membranas polimericas. Para motivos de comparacao, foi
escolhida também a formulagdo DS-1:3-TPGS1, pois também apresentou alta
solubilidade e porque essa formulacdo poderia gerar respostas interessantes,
ao possuir composi¢cao muito semelhante a DS-1:9-TPGS1, uma vez que a
diferenca entre as duas é somente da propor¢ao farmaco:polimero. Também é
interessante mencionar que o TPGS atua como promotor de permeacgao
cutdnea (TAVARES LUIZ et al., 2021), conforme discutido anteriormente na
revisao bibliografica.

5.3.1. ASPECTO DAS MEMBRANAS DE PVP

As membranas tiveram aspectos diferentes dependendo da sua
composicao. A Figura 15 demonstra como elas ficaram visualmente.

Figura 15: Aspecto visual das membranas obtidas.
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a-1:3-TPGS1-C

» —

M-SD-1:9-TPGS1 M-SD-1:3-TPGS1

De um modo geral, as membranas se apresentaram relativamente
transparentes e bem maleaveis. Entretanto, diferencas puderam ser
observadas entre elas, tais como a formulagdo M-1:3-TPGS1-C que se mostrou
ligeiramente opaca. As membranas sem dispersodes solidas (M-1:9-TPGS1-C e
M-1:3-TPGS1-C) ndo obtiveram coloracdo e apresentaram superficie aspera,
enquanto que as com dispersodes soélidas (M-SD-1:9TPGS1 e M-SD-1:3TPGS1)
apresentaram coloragdo amarelada e superficies lisas e brilhantes. Foi também
notado um odor residual de acido acético.

A uniformidade € uma caracteristica importante para as membranas, pois
ird garantir que a cobertura da area afeada serd igual independentemente da
porcdo da membrana administrada, assim como a liberacdo do farmaco ira
ocorrer de forma homogénea, proporcionando maior seguranca e eficacia no
tratamento, desde que o farmaco também esteja uniformemente disperso
(ARORA; MUKHERJEE, 2002).

As membranas também se mostraram maleaveis (principalmente as
contendo dispersdes solidas). A flexibilidade ocorre com a adicdo de
plastificantes (como a glicerina) que fazem com que as cadeias poliméricas ou
partes delas aumentem o seu afrouxamento devido a mudangas em suas
forcas intermoleculares (as interagbes secundarias entre as cadeias
poliméricas passam a ser entre polimero e plastificante) o que geralmente
causa aumento da flexibilidade, da resisténcia mecanica e do alongamento
antes da ruptura, diminuindo assim o modulo de Young. Além disso, uma
flexibilidade maior causa a diminuigdo da temperatura de transigdo do polimero
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e o torna mais resistente a rachaduras e rompimento, o que afetaria a
cobertura da 4rea afetada e a eficacia terapéutica (GUNGOR; ERDAL, 2011).

5.3.2. ESPESSURA

Quanto a espessura, as membranas sem farmaco tiveram espessuras
maiores que as contendo o trans-resveratrol, como pode ser visto na Tabela
12.

Tabela 12: Espessuras médias das membranas obtidas. Letras iguais indicam
gue ndo ha diferenca estatistica significativa entre as amostras (Test-t, p>0,05).

Formulagbes Médias (um)
M-1:9-TPGS1-C 157+5,392
M-1:3-TPGS1-C 163+8,352

M-SD-1:9-TPGS1 123+5,18°P
M-SD-1:3-TPGS1 12244740

Foi possivel observar diferenca estatistica entre os valores das
formulagdes contendo dispersdes solidas e as formulagbes sem este material.
As membranas controle (M-1:.9-TPGS1-C e M-1:3-TPGS1-C) tiveram valores
muito maiores de espessura do que as duas contendo dispersdes solidas e,
consequentemente, os farmacos (M-SD-1:9-TPGS1 e M-SD-1:3-TPGS1).

As medicbes foram feitas em 3 membranas de cada formulacdo, sendo
gue cada membrana teve 6 pontos medidos, com valores muito proximos,
indicando boa uniformidade de espessura. Quando uma membrana possui
espessura uniforme ao longo de sua extensdo, as variagbes em suas
caracteristicas sdo minimizadas, diminuindo a observagdo de diferentes
resultados frente as suas propriedades mecanicas e de barreira, bem como a
concentragado de farmaco podera variar menos ao longo de sua extenséo. De
modo geral, membranas com variagdo em suas expessuras tendem a ter
resultados superestimados em por¢cdes mais grossas e subestimados nas
partes mais finas, além de poderem prejudicar o andamento do tratamento por
ndao cobrirem adequadamente a area da pele afetada, podendo levar a uma
dose de farmaco desuniforme (HAO et al., 2020), algo que provavelmente néo
deve ocorrer nas formulagcdes desenvolvidas, visto sua boa uniformidade.

Algo interessante observado por Cherukuri e colaboradores (2017) foi
que a espessura de membranas poliméricas pode estar intimamente
relacionada com a solubilidade dos componentes poliméricos no sistema de
dispersao, algo que é mais lento quanto maior for a espessura. Sendo assim,
ao serem comparadas as membranas obtidas, pode-se observar que
provavelmente a quitosana presente nas dispersdes solidas (formulagbes M-
SD-1:9-TPGS1 e M-SD-1:3-TPGS1) dispersou melhor devido a talvez ja estar
em sua forma protonada, sendo capazes de fazer mais interagdes com o PVP,
compactando as cadeias poliméricas e tornando as membranas mais finas.
Esse fendbmeno pode-se relacionar também com a superficie aspera das
membranas com a quitosana livre (sem disperao sélida, controle), pois
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provavelmente essa quitosana nao dispersou tdo bem dando a elas esse
aspecto e diminuindo a interacdo com o PVP, o que causou uma menor
compactacdo das cadeias poliméricas e com isso maior espessura. Isso
também vai de encontro com os achados na analise de DRX e analises
térmicas das dispersdes solidas, as quais mostram que as dispersoes solidas
sao mais amorfas que a quitosana na forma bruta. Além disso, ao observar que
as membranas contendo farmaco possuem espessuras bem semelhantes, é
esperado que a espessura ndo seja um fator que gere diferenga na taxa de
liberacédo do farmaco.

5.3.3. PERFIL DE INTUMESCIMENTO

Em meio aquoso ou em alta umidade, as cadeias de polimeros hidrofilicos
tendem a formar ligagdes de hidrogénio com as moléculas de agua, que leva o
arranjo estrutural do material intumescer, aumentando seu tamanho e peso se
comparado com a membrana em condigdbes normais (MURALTER,;
PERROTTA; COCLITE, 2018).

A capacidade de instumescimento permite prever a taxa de difusédo e
liberacdo do farmaco através das cadeias poliméricas, algo que depende da
natureza e concentracdo do polimero. Sendo assim, o intumescimento
depende de fatores fisicos e quimicos, tais como a capacidade de penetracao
de liquido na matriz polimérica e, dependendo do caso, a capacidade de
erosao da formulacdo (CARBINATTO et al., 2012).

Dentre os fatores que levam ao intumescimento de uma membrana
polimérica, ha o fato de que a espessura impacta na area de superficie do
fragmento de membrana. Membranas mais finas possuem maior area de
contato e entdo tém uma proporgdo maior de polimero em contato com o
liquido, hidratando e intumescendo mais rapido do que formulagbes mais
espessas (MUKHERJEE et al., 2013).

O intumescimento depende da quantidade de polimeros e natureza das
interacdes intermoleculares que estes sdo capazes de fazer com os demais
componentes. Além disso, devido ao uso de acido acético na producao tanto
de dispersdes solidas quanto das membranas, a quitosana presente pode ficar
ionizada causando repulsdes eletrostaticas entre as suas cadeias poliméricas e
assim aumentar a hidofilicidade da formulagédo, além do espago entre essas
cadeias, o que faz com que a membrana tenha uma tendéncia a uma maior
percentagem de intumescimento (MARINIELLO et al., 2010).

O perfil de intumescimento deve ser avaliado até que nao haja a
observacao de aumento de intumescimento e estabilizagdo deste, o que indica
que houve o equilibrio entre a formulagdo e o meio, ndo ocorrendo aumento
expressivo do instumescimento (KOZIARA et al., 2016), o que foi observado
em 120 minutos.

Os valores de intumescimento obtidos apds 120 min de analise se
encontram na Tabela 13.
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Tabela 13: Médias de intumescimento apés 120 minutos. Letras iguais indicam
que néo ha diferenca estatistica significativa entre as amostras (Test-t, p>0,05).

Formulagoes Média de intumescimento (%)
M-1:9-TPGS1-C 1579,59+31,162
M-1:3-TPGS1-C 760,78+52,64°

M-SD-1:9-TPGS1 983,94149,90¢
M-SD-1:3-TPGS1 606,69+27,10b

Tanto o PVP quanto a quitosana tém capacidade de intumescer em meio
aquoso por serem altamente hidrofilicos. No caso do PVP, este reduz a
cristalinidade da blenda e tem mais afinidade pela agua (devido as suas
metilas) do que a quitosana (por causa das suas hidroxilas), porém quando em
associacao eles aumentam ainda mais essa capacidade de afinidade e
intumescimento na agua (POONGUZHALI; BASHA; KUMARI, 2017).

Ao avaliar as diferengas estatisticas, foi possivel notar intumescimento
maior para a membrana M-1:9-TPGS1-C, isso provavelmente se correlaciona
com a grande quantidade de quitosana e o fato desta néo fazer interagées com
o trans-resveratrol por este estar ausente (deixando as hidroxilas do polimero
livres) e pelo fato de que provavelmente algum residual desse polimero néo
dispersou adequadamente, como ja discutido, também reduzindo a interagéo
com o PVP e o deixando livre para interagir com a agua.

As membranas contendo dispersdes solidas intumesceram menos, porem
seguiram a mesma tendéncia. Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre
elas, a formulagdo com mais quitosana em sua composi¢ao (1:9) teve um
intumescimento maior que a outra formulagao (1:3); entretanto, ambas tiveram
valores menores de intumescimento que as suas formulagbes controle
correspondentes, o que mostra novamente que o trans-resveratrol
provavelmente diminui a quantidade de OH livre na quitosana que pode reagir
com o PBS. Sabendo que o intumescimento € um mecanismo de controle da
liberagdo de farmacos, esse resultado pode indicar uma ligeira vantagem na
liberagdo do farmaco para a formulagdo M-SD-1:3-TPGS1, algo que sera
melhor discutido no ensaio de liberag&o in vitro.

5.3.4. TAXA DE TRANSMISSAO DE VAPOR D’AGUA
(TTVA) E PERMEABILIDADE AO VAPOR D’AGUA (PVA)

A Tabela 14 traz a perda de massa de agua (g) em funcao do tempo para
as quatro membranas desenvolvidas.

Tabela 14: TTVA e PVA calculadas apo6s 120 horas.

Formulagbes TTVA (g/h.m?) PVA (g/Pa.s.m)
M-1:9-TPGS1-C 1,56 x 10°® 1,73x 107
M-1:3-TPGS1-C 1,56 x 10°® 1,75 x 10°

M-SD-1:9-TPGS1 1,33x10° 1,14x 107
M-SD-1:3-TPGS1 1,37x10° 1,17 x 10°

Muitos polimeros, principalmente aqueles que possuem polaridade tais
como o PVP e a quitosana, demonstram uma alta permeabilidade ao vapor de
agua, devido a caracteristica de aumentar o coeficiente de permeabilidade e o
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intumescimento quando sob alta umidade relativa devido aos fenbmenos de
isoterma de adsorgéo e de intumescimento (TURAN, 2021).

De acordo com Ivanova e colaboradores (2016), o intumescimento
polimérico respeita a Lei de Fick, a qual postula que o fluxo de determinado
solvente passa de regides de maior concentracdo para regides de menor
concentragcdo devido a diferenga de gradiente de pressdao osmotica. Sendo
assim, o meio saturado com vapor de agua no frasco acaba passando para o
meio menos concentrado, que no caso sdo as cadeias poliméricas das
membranas de PVP.

A permeabilidade é um parametro importante para se entender os
mecanismos de transferéncia entre massa e soluto bem como as interagdes
entre os polimeros e deles com o farmaco. Alguns fatores que impactam na
permeabilidade sdo a natureza hidrofilica ou hidrofébica do material (uma vez
que isso vai definir a resisténcia a passagem do vapor d’agua), presenca de
poros e fissuras (que impactardao na retencdo de agua dentro da estrutura
polimérica), bem como a tortuosidade do filme (que ird impactar na
uniformidade da passagem do vapor) (ANATOLY et al., 2020).

Para um polimero, a transmissdo de vapor d’agua ocorre através do
seguinte mecanismo: primeiramente, as moléculas do vapor d’agua adsorvem
sobre a superficie da membrana, com isso essa agua sera absorvida passando
para o interior das cadeias poliméricas e ira difundir por essas cadeias de
acordo com o gradiente de concentracdo. Em determinado momento, com a
concentracao alta no interior da membrana, essas moléculas de agua serao
liberadas para atmosfera evaporando da membrana. Esse mecanismo pode
nao ocorrer no caso de membranas com a presenca de grandes poros
(SPENCE et al., 2011).

Ao absorver a agua, as membranas modificam sua conformacao
polimérica e se tornam cada vez mais flexiveis e permeaveis. Plastificantes
hidrofilicos, tais como o PEG 400 e a glicerina, podem aumentar a
permeabilidade de gases e do vapor d’dgua uma vez que tém afinidade a
solventes polares e alteram o equilibrio de solubilidade interfacial, o que facilita
a difusdo das moléculas de agua pelas cadeias poliméricas (SANTANA;
KIECKBUSCH, 2013) aumentando assim a PVA das membranas
desenvolvidas.

Algo interessante de se notar, € que de acordo com Jiang et al. (2020),
guanto maior a massa molecular do PVP usado para formar as membranas,
menor € o tamanho dos poros, até sendo possivel ndo visaliza-los (como sera
discutido na analise de MEV mais a frente), algo que pode prejudicar a
transmissdo do vapor de agua pela membrana. Além disso, conforme Mondal e
colaboradores (2013), a presenca de PVP diminui a cristalinidade de outros
polimeros, o que permite uma maior interagdo com as moléculas d’agua,
aumentando assim a permeacao ao vapor. Porém, esses autores também
discutem que a presenca de materiais hidrofobicos pode servir como obstaculo
para que as moléculas de agua se difundam e passem pelas membranas, o
que explicaria a taxa de permeacgao ser ligeiramente menor nas formulagoes
contendo o trans-resveratrol.

Ainda de acordo com a Tabela 14, foi possivel perceber que ha uma
tendéncia das membranas contendo o farmaco perderem menos agua. Isso
pode ser relacionado ao fato de que polimeros hidrofilicos como o PVP e a
quitosana tém maior afinidade pela agua e podem absorver o vapor d’agua de
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forma mais rapida e consequentemente esse conteudo pode secar e evaporar
as membranas (GRUBE; SIEGMANN; HIRAYAMA, 2015; SANGEETHA,;
NARAYANAN; DHAMODHARAN, 2021), gerando uma perda mais rapida da
massa do sistema do que aqueles que possuem as dispersdes sdlidas, o que
pode ser explicado também pelo fato de que ha o trans-resveratrol nas
formulagées M-SD-1:9-TPGS1 e M-SD-1:3-TPGS1 o que pode diminuir a
interacdo do PVP e da quitosana presentes nessas formulacbes com a agua,
uma vez que o farmaco se trata de um material hidrofébico, sendo capaz de
diminuir a interagdo com as moléculas de agua adsorvidas na superficie das
membranas, como qualquer composto hidrofébico quando adicionado nesse
tipo de sistema (PAMELA et al, 2018), além de que seus grupamentos
hidroxila podem estar preferencialmente fazendo interagdes com as moléculas
do farmaco, ndo estando disponiveis para interagir com o vapor d’agua, como
discutido anteriormente.

E possivel também notar que as membranas contendo farmaco, além de
terem menor TTVA e PVA, também apresentaram menores valores para o
intumescimento, isso pode se correlacionar com o fato de que quanto maior o
intumescimento, maior € a permeagao ao vapor d’agua, sendo que este vai
evaporando mais rapido conforme permeia mais rapido, gerando assim um
aumento também no valor do TTVA (OTHMAN et al., 2017; TURAN, 2021)

Por fim, é possivel também observar que ha correlacao entre espessura e
permeacao ao vapor d’agua, pois as membranas contendo dispersao solida
obtiveram tanto espessuras menores quanto também TTVA e PVA menores.
Segundo Miranda e colaboradores, 2004, filmes com maior espessura abrigam
uma maior quantidade de vapor d’agua em seu interior, necessitando assim de
uma concentragao maior até atingir o seu equilibrio de umidade, o que resulta
numa permeacao maior. Além disso, uma espessura maior indica menor
empacotamento das cadeias poliméricas, deixando maiores espagos que serao
menos efetivos na propriedade de retencdo de agua no interior dessas
membranas mais espessas (membranas controle), resultando assim em um
TTVA maior, sendo possivel também correlacionar que quanto maior a
quantidade de moléculas de agua que podem ser abrigadas no interior da
membrana, menor entdo sera sua propriedade de barreira (OTHMAN et al.,
2017).

5.3.5. PROPRIEDADES MECANICAS

Os dados obtidos das analises mecéanicas podem ser observados na
Tabela 15.

Tabela 15: Resultados das propriedades mecénicas. Letras iguais indicam que
ndo ha diferenca estatistica significativa entre as amostras para cada
parametro (Test-t, p>0,05).

Formulagbes Rp (MPa) Ep (kd/mm3) Ap (%)
M-1:9-TPGS1-C 30,36+2,052 32,2 x105+7,9 x1052 13,41+2,452
M-1:3-TPGS1-C 22,9945,372¢ 16,8x10546,5 x105° 12,70+3,782
M-SD-1:9-TPGS1 32,2043,88P 42,4x105£11,1x10%8c 15,4316,932
M-SD-1:3-TPGS1 39,2542 672 52,8x10%+3,0 x105abc 14,72+3,182

*Rp = resisténcia a perfuragdo; Ep = Energia na perfuragdo; Ap = alongamento durante a
perfuragao.
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Ao avaliar os resultados das membranas, € possivel notar que, apesar de
ndo haver diferenca estatistica para todos os parametros avaliados, as
membranas contendo as dispersdes solidas apresentaram valores maiores em
todos os paréametros avaliados. Dessa forma, a adicdo das dispersdes solidas
pode ter atuado como um material de reforco as membranas de PVP tornando-
as mais resistentes, o que € algo interessante ao se comparar com 0S
resultados de espessura, pois isso indica que além de mais resistentes essas
formulagdes também se mostraram menos espessas, assim como tiveram um
aspecto mais maleavel.

De acordo com Galdeano e equipe (2013), a forca de puncdo se
correlaciona também com a espessura da membrana, em geral sendo
necessaria uma forgca maior para romper membranas mais grossas (sendo
muitas vezes uma correlacao linear). Ainda assim, outros fatores podem mudar
essa tendéncia, tais como a concentracao de plastificantes, que pode tornar a
membrana mais resistente a forca exercida bem como a prépria natureza dos
polimeros de cada formulagao.

Materiais com comportamento viscoelastico, tais como os polimeros,
possuem uma mistura entre caracteristicas reolégicas de material viscoso com
o de material elastico, o que faz com que este material possa sofrer
deformacdes, demonstrando resposta as tensdes aplicadas sobre eles. Devido
a terem em parte um comportamento elastico, essas membranas possuem
alguma capacidade de retornar ao seu formato inicial apos cessar o estresse
deformador sobre elas. Além disso, materiais elasticos dissipam a energia
gerada sobre eles através da liberacdo de energia em forma de calor ou som,
enquanto que a parte com comportamento viscoso aumenta a energia
necessaria antes que haja essa dissipacao (GARGALLO; RADIC, 2009).

O estudo do comportamento viscoelastico das membranas € de importante
relevancia para o entendimento da microestrutura polimérica (principalmente a
cristalinidade do polimero, que pode enrijecer a membrana), assim como a
interacdo entre polimeros, interagdes polimeros-farmaco, e plastificantes. As
membranas devem ter resisténcia mecanica para que nao sofram rupturas ou
fissuras que causem a ma cobertura da pele afetada, uma vez que o sucesso
da terapia estd no maior tempo de contato da formulagcdo com a pele, bem
como a homogeneidade e flexibilidade dessa cobertura (ZAHEDI,
MANSOURPANAH, 2018).

5.3.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

As amostras se mostraram com superficie lisa e praticamente sem poros
na seccgao transversal (Figuras 16, 17, 18 e 19, respectivamente).
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Figura 16: Fotomicrografias de superficie e transversal da membrana M-1:9-TPGS1-C.

- 100nm IQ-UNESE  4/8/2021 - 10pm IQ-UNESP  4/9/2021
2. 00K GB_LOW WD 4.9mm 4:16:04 H 30C 2.00KV SET LM ¥

S.omm  4:20:10

- 100nm IQ-UNESF a/9 - 10pm  IQ-UNESP a/
X 35,000 2.00kV SET GB LOW WD 4.9mm 34: *x 2.00kV SET M WD 5. 0mm

Figura 18: Fotomicrografias de superficie e transversal da membrana SD-1:9-TPGS1.

- 100nm IQ-UNESP 4 - 10pm  IQ-UNESP 4

X 35,000 2.00kV SET GB_LOW WD 4.8mm 32 2.00kV SET Tt WD 5.0mm 4
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Figura 19: Fotomicrografias de superficie e transversal da membrana SD-1:3-TPGS1.

- 100nm TQ-UNESE 4 - 10pm  IQ-UNESP 4/a
X 35,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 4.8mm  3:09: X 300 2.00kV SET ey WD 5. Omm

Ao visualizar as imagens, nao foram notados poros nas membranas (algo
que provavelmente impactou na permeagao de vapor d’agua, como visto
anteriormente), o que, segundo descrito por Shiohara, Simon e Voelcker
(2021), pode indicar que as formulagbes podem ter uma taxa de
intumescimento mais lento, assim como as taxas de difusdo e liberagdo do
farmaco também serdo mais prolongadas, visto que os poros podem facilitar a
capitacdao do vapor d’agua assim como facilitar a difusdo do farmaco apdés o
intumescimento.

Além disso, as membranas apresentaram boa uniformidade de modo
geral, algo necessario para se manter a cobertura adequada da area da pele
afetada, bem como na uniformidade da dose de farmaco, como ja discutido
anteriormente. Outro fator importante a ser destacado é que devido a
formulacdo SD-1:3-TPGS1 ter uma superficie irregular, isso pode se
correlacionar com o baixo percentual de intumescimento apresentado por esta
formulacéo, isso porque a superficie irregular diminui a superficie de contato da
membrana com o funil de Ensley, diminuindo assim a velocidade de absorcao
do meio utilizado.

Apesar de incorporacdo do PEG 400 nas formulagoes, este ndo produziu
poros como esperado.

5.3.7. DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

De acordo com as analises de DRX na Figura 20, foi possivel observar
que as misturas fisicas 1:1 entre o farmaco e a quitosana e entre o farmaco e o
PVP demonstraram picos muitos semelhantes ao do trans-resveratrol sozinho,
0 que indica que simplesmente misturar o farmaco com os componentes das
membranas nao causa sua amorfizagcdo, sendo possivel inferir que o
desenvolvimento das dispersdes solidas foi 0 que garantiu sua amorfizagao.
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Figura 20: DRX das misturas das matérias-primas 1:1 e das membranas.
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A mistura fisica 1:1 entre PVP e quitosana demonstrou um perfil semi-cristalino
semelhante ao dos polimeros puros. As membranas, por sua vez,
apresentaram perfil amorfo, o que comprova que o farmaco nao recristalizou ao
ser incorporado nas membranas poliméricas, sendo que os difratogramas das
membranas estao semelhantes entre si, inclusive as formulagdes controle, que
nao contem o farmaco. Essa propriedade de evitar a recristalizagao do farmaco
€ algo inerente ao PVP (KURAKULA; RAO, 2020) sendo que quanto maior sua
massa molecular, mais amorfo e maior a capacidade de inibir o crescimento de
cristais. A capacidade de inibir esse fendbmeno estd na capacidade de formar
estruturas em rede que formam interagbes com as moléculas de farmaco
impedindo assim a interacdo entre essas moléculas, o que impede sua
nucleagcéo e, consequentemente, sua cristalizagcdo (PATEL; ANDERSON,
2015), o que pode indicar um melhor perfil de liberacdo deste ao ser aplicado
sobre a pele, uma vez que pode prolongar também o estado de supersaturagao
do farmaco, algo importante para que haja também o aumento da permeacao
passiva através de membranas biolégicas (SCHRAM; BEAUDOIN; TAYLOR,
2015).

53.8. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM  TRANSFORMADA  DE
FOURIER (FTIR)

O espectro gerado para a analise de FTIR para as membranas pode ser
visto na Figura 21. E possivel verificar que as membranas apresentaram
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espectros semelhantes, observando sobreposicdo das bandas principais dos
constituintes da formulagéo.

Figura 21: FTIR das membranas e do PVP.
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As bandas observadas do PVP sao as seguintes: bandas em 2923, 1460 e
1374 cm-', os quais se relacionam com os estiramentos dos grupos -CHz e -
CH; um pico em 1285 cm-' que indica uma ligagdo -C-N também caracteristica
do PVP; e uma banda em 1650 cm-', o qual indica a presenca de seus grupos
carbonila (-C=0) (BRYASKOVA et al., 2011).

Segundo Karavas, Georgarakis e Bikiaris (2006) , ao misturar PVP e
quitosana, ocorre interagdes como ligagcdes de hidrogénio entre si (como ja
discutido no perfil de intumescimento) devido aos grupos hidroxila da quitosana
(1647 cm'') serem doadores de elétrons, podendo assim criar ligagoes de
hidrogénio com as carbonilas da PVP (1650 cm™') e com isso garantir sua
miscibilidade.

O trans-resveratrol, por sua vez, apresenta também grupamentos hidroxila
com banda de absorcdo entre 3500 e 3200 cm™' que ao entrarem em contato
com as metilas da PVP sofrem deslocamento indicando que novas ligagbes de
hidrogénio puderam ser formadas (LIN et al., 2020). Por fim, ndo ha indicios de
interacdes que poderiam evidenciar ligagcdes que dificultariam a liberacdo in
vitro e in vivo do farmaco.
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5.3.9. TERMOGRAVIMETRIA E  CALORIMETRIA
DIFERENCIAL EXPLORATORIA (TG-DSC)

As Figuras 22 e 23 trazem, respectivamente, os resultados da analise de
TGA e de DSC do farmaco, das misturas fisicas 1:1 do farmaco com PVP e
com quitosana e do PVP com quitosana. Além disso, é possivel também
observar os termogramas das 4 formulagoes.

Figura 22: TGA do trans-resveratrol, das misturas das matérias-primas 1:1 e das

membranas.
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Na termogravimetria, tanto o trans-resveratrol quanto as misturas fisicas
apresentaram pouca perda de massa a 100 °C, diferente do PVP puro e das
membranas, indicando que eles contem certo teor de umidade. Além disso,
durante um evento térmico quando ocorre uma perda de massa ingreme,
ocorre entdo uma diminuicdo da massa de forma brusca podendo indicar que
ha compostos cristalinos na amostra, enquanto que a perda de massa gradual
nas membranas pode indicar que os componentes de fato ndo possuiam
estrutura cristalina, incluindo o farmaco. Também é possivel notar que nao
houve incompatibilidade entre os materiais nas misturas fisicas, uma vez que
as decomposigdes térmicas das misturas ndo seguem o perfil das matérias-
primas isoladas (WESOLOWSKI; ROJEK, 2013).

E possivel notar que a perda de massa das membranas ocorre de forma
gradual, porém enquanto a maioria das misturas fisicas bem como o farmaco
sO iniciam uma perda de massa mais expressiva por volta dos 240 °C, as
membranas ja possuem uma perda antes dos 100 °C que se relaciona com a
umidade residual das membranas. De acordo com o TGA, também ¢é possivel
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verificar a perda de massa da degradacao polimérica que se iniciando por volta
dos 270 °C.

Figura 23: DSC do trans-resveratrol, das misturas das matérias-primas 1:1 e das

membranas.
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Na Figura 35, é possivel observar os termogramas de DSC, o qual
demonstra que o principal pico endotérmico do trans-resveratrol esta ausente
nas formulagdes, indicando que este foi realmente amorfizado nas membranas
(HAO et al., 2014). Quanto as misturas fisicas, é possivel notar que a mistura
entre quitosana e trans-resveratrol diminuiu significativamente o evento
endotérmico referente ao farmaco, enquanto que o farmaco puro apresentou o
pico em 265 °C, houve deslocamento para préximo de 250 °C.

E possivel observar auséncia dos eventos térmicos relacionados a Tg da
PVP pura bem como das membranas. Isso se deve ao fato de que quanto
maior a massa molecular da PVP, mais alta é sua Tg (BROWNE; WORKU;
HEALY, 2020). De acordo com Cassu e Felisberti (1999), a PVP 360 possui um
relaxamento em cerca de 100 °C e a Tg em por volta dos 187 °C, porém esses
eventos sao geralmente pouco evidenciados em formulagdes, principalmente
quando ha baixa concentracao deste, que no caso das membranas, € de 1%.

Entretanto, na mistura fisica de quitosana com PVP pode-se observar uma
banda endotérmica entre os 65 e 80 °C e uma banda exotérmica que se inicia
por volta dos 285 °C sendo estas muito semelhantes ao perfil térmico da
quitosana pura.
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As membranas, por sua vez apresentam um perfil mais amorfo,
apresentando principalmente o evento relacionado com a perda de agua. Nao
houve diferenca entre os termogramas das membranas contendo as
dispersdes sdlidas e com a quitosana livre/sem a presenca do farmaco, nao
demonstrando incompatibilidades quimicas.

5.3.10. BIOADESAO IN VITRO

As forcas médias necessarias para se desprender a pele de orelha de
porco das formulagbes bem como seus desvios padrdo estdo dispostos na
Tabela 16, onde quanto maior a forca necessaria, mais bioadesiva é a
formulacao.

Tabela 16: Média e desvio padrao da for¢a de bioadesao. Letras iguais indicam
qgue néo ha diferenca estatistica entre as amostras (Test-T, p>0,05).

Formulagées Médias (N)
M-1:9-TPGS1-C 0,137+40,224a
M-1:3-TPGS1-C 0,063+0,0155P

M-SD-1:9-TPGS1 0,11440,01712c
M-SD-1:3-TPGS1 0,10040,01154

A bioadesdo € uma caracteristica importante na avaliagdo de
medicamentos de aplicacdo cutanea, uma vez que esta relacionada ao tempo
de permanéncia da formulagcdo em contato com a pele, permitindo que o
medicamento esteja em contato com o tecido enquanto libera o farmaco de
forma controlada e com isso, um maior tempo de a¢ao do farmaco, o que se
correlaciona com a efetividade terapéutica (CARRERAS; CANALES; MELERO,
2016)

O PVP apresenta boas caracteristicas de bioadesdao em diferentes
membranas biologicas de origem animal. Se comparado com outros polimeros,
a forca de destaque necessaria para o PVP é maior que a do carbopol
(HAMZAH et al., 2010).

Pagano e colaboradores (2019), afirmam que o PVP é um polimero capaz
de ter boas propriedades bioadesivas, pois possui uma parte hidrofobica apta a
fazer interagbes com proteinas e outras moléculas de superficie do estrato
coérneo da orelha de porco, formando interacbes que levam ao fenbmeno de
bioadeséo.

A quitosana também apresenta caracteristicas muco e bioadesivas. Sizilio
e colaboradores (2018), desenvolveram membranas poliméricas feitas de
blenda entre quitosana e PVP para a liberacdo de valerato de betametasona,
as quais obtiveram bons resultados tanto mecanicos quanto de adesao em
membranas bioldgicas, indicando que ambos os materiais podem gerar bons
resultados de permanéncia sobre tecidos biologicos.

Todas as membranas se mostraram bioadesivas, sendo que as que
contém o farmaco podem estar aptas a se manter em contato com a pele
enquanto ocorre a liberagdo do trans-resveratrol para que ocorra o efeito
farmacologico. As formulagdes com maior propor¢do de quitosana
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apresentaram maiores valores de bioadeséo, ja que ela € um material que
assim como o PVP, também tem caracteristicas de bioadesividade.

5.3.11. LIBERACAO DO TRANS-RESVERATROL IN
VITRO

A Figura 24 mostra o perfil de liberacdo do farmaco a partir das
membranas. Observa-se que a liberacdo ocorre de forma prolongada durante
as 24 horas do experimento, porém a totalidade do farmaco néo foi liberada
nesse periodo.

Figura 24: Perfil de liberagao in vitro das membranas M-SD-1:9-TPGS1 e M-SD-1:3-
TPGS1.
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De acordo com os resultados, o total liberado de trans-resveratrol em 24 h
foi de 244,35+8,07 pg/cm? (82,27%) e 745,67+32,84 pug/cm? (92,81%) asa partir
das formulagdes M-DS-1:9-TPGS1 e M-DS-1:3-TPGS1, respectivamente.

O ensaio de liberagdo tem por objetivo definir a cinética de difuséo do
farmaco que é liberado da forma farmacéutica. Esta relacionado a alguns
eventos, dentre eles a dissolugdao do farmaco no veiculo, a particao do farmaco
através da membrana e a difusdo através da membrana (RAVAL; PARIKH,;
ENGINEER, 2010).

E interessante observar que o trans-resveratrol livre (em sua forma
cristalina) possui uma cinética de difusdo de primeira ordem em diferentes
meios, incluindo a agua e o etanol, algo que pode mudar caso esta esteja na
sua forma amorfizada (ZHANG et al., 2014).

O PVP possui por caracteristica funcionar como um polimero capaz de
sustentar a liberagdo controlada de farmacos, sendo que geralmente quanto
maior € a razao entre o PVP e o farmaco, maior é a tendéncia de controlar
liberacdo do farmaco. Como membrana, esse material demonstra boa
capacidade de incorporacdo de farmacos, estabilidade (evitando sua
recristalizacao) e adesividade (FRANCO; DE MARCO, 2020) sendo todos
fatores necessarios para que a liberacdo do farmaco se dé de forma adequada.
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Na primeira hora do ensaio as membranas liberaram pouca quantidade
de farmaco, abaixo de 5%, tendo se iniciado em alguns minutos o que indica
gue as membranas possuem perfil de liberagao prolongado, segundo o descrito
na RDC n° 31, de 11 de agosto de 2010. Esse fato se deve provavelmente ao
inicio do intumescimento da membrana em contato com a solugcao receptora.

Para que membranas poliméricas possam exercer a liberagao de
farmacos, é necessario primeiramente que haja sua hidratagdo seguida de seu
intumescimento, como discutido anteriormente no ensaio de perfil de
intumescimento. Somente apds a hidratagdo o farmaco serd capaz de se
difundir, ou seja, percorrer as cadeias poliméricas e ser liberado para o exterior
da formulagdo. Sendo assim, a quantidade de polimero empregada ira afetar
também esse caminho percorrido (RAVAL; PARIKH; ENGINEER, 2010).

O PVP por si s6 ja possui a capacidade de sustentar a liberacao
controlada de farmacos (SOHAIL et al.,, 2014), porém devido a ambas as
membranas possuirem a mesma quantidade deste polimero, a diferenca
observada entre as duas formulacdes se deve as diferentes quantidades de
quitosana provenientes das dispersdes solidas, uma vez que esta também
controla a liberagcdo de farmacos (N. MENGATTO; M. HELBLING; A. LUNA,
2012).

Como a membrana M-SD-1:9-TPGS1 possui maior quantidade de
quitosana, € esperado que esta demore mais para intumescer e comecar a
liberar o farmaco e, devido a maior concentragdo de polimeros, sua liberacao
seja mais lenta, ainda que ela possua menos farmaco se comparado com a
formulacdo M-SD-1:3-TPGS1.

5.3.12. PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN VITRO

Para melhor entendimento dos resultados, as analises estdo dipostas
juntas na mesma sec¢ao, uma vez que os dados obtidos sdo complementares.
A Figura 25 apresenta o perfil da permeacdao acumulada do farmaco em 24
horas de analise.

Figura 25: Perfil da permeacao cutanea das membranas M-SD-1:9-TPGS1 e M-SD-1:3-
TPGS1, durante 24 horas.
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A permeacao do farmaco foi de cerca de 92,04+8,72 ug/cm? (M-SD-1:9-
TPGS1) e de 243,05£11,37 pg/cm? de pele (M-SD-1:3-TPGS1), representando
30,68+2,91 e 31,22+1,46% do total de farmaco, mostrando um perfil diferente
entre elas. A membrana preparada com a dispersao soélida contendo maior
quantidade de quitosana apresentou uma permeacao mais lenta, o que se deve
ao maior prolongamento da liberacdo do farmaco, conforme discutido
anteriormente, que reflete na sua permeacéao cutanea.

O fluxo de permeacédo do farmaco através do estrato cérneo obedece ao
modelo de difusdo de Fick, o qual depende da solubilidade, do coeficiente de
difusdo, da extensdo de difusdo do farmaco na membrana, bem como a
concentracdo e a solubilidade do farmaco no veiculo. E a partir desse principio
qgue o farmaco difunde pela pele e pode tanto ficar retido nela quanto passar
por ela e levar ao efeito transdérmico (que ocorre ao passar pela derme e
atingir a corrente sanguinea), o que faz com que seja necessario quantificar
quanto do farmaco passa e o quanto fica retido nas suas camadas (COUTO et
al., 2014; TODO, 2017).

Assim como a bioadesdo, a permeagao cutdnea pode ser realizada em
pele humana advinda de cirurgias plasticas e também de pele de orelha de
porco, uma vez que esta possui similaridades fisiologicas, histolégicas
(foliculos pilosos e pélos) e estruturacdo muito proxima a da pele humana, tais
como a presenca de lipidios e enzimas que podem influenciar na permeagéao
do farmaco.

Como discutido anteriormente, as membranas possuem em sua
composicdao o TPGS proveniente das dispersdes solidas, o que poderia ser
favoravel a permeacgdo cutdnea, uma vez que este causa a diminuicdo da
tensao interfacial e modifica a barreira seletiva do estrato cérneo permitindo
qgue o farmaco permeie a pele através das vias intercelular, transcelular e/ou
pelos apéndices cutaneos (TAVARES LUIZ et al., 2021).

Sendo a dermatite atépica uma doenga que afeta tanto a derme quanto a
epiderme, € interessante que seja encontrada uma maior quantidade de trans-
resveratrol tanto no estrato corneo (avaliada pela analise de tape stripping) e
nas demais camadas da pele (avaliada pela retencao cutanea). Como nao se
trata de uma doenca sistémica, é preferivel que a quantidade de farmaco
encontrada seja principalmente nas camadas mais fundas da pele e ndo no
meio coletor, ndo sendo interessante que a maior fracdo de farmaco seja
quantificado na analise de permeacao cutanea (RUELA et al., 2016).

Conforme Ahmadi e equipe (2017) e com o que ja foi observado na
analise de DRX, o PVP inibe a recristalizacdao de farmacos e, portanto, é
possivel afirmar que além da presencga da quitosana, este também impactou no
prolongamento da liberagdo do trans-resveratrol. Porém, devido a ambas as
membranas terem a mesma concentragcdo de PVP, a diferenca em seus perfis
se deu de acordo com a concentragao da quitosana, a qual também possui
propriedade de prolongar a liberagado de farmacos (LI et al., 2010).

A retencdo cutdnea € uma técnica importante para a avaliagdo da
profundidade onde o farmaco fica retido, sendo analises importantes para se
entender a particao do farmaco no local de sua acao.

Os resultados do total de trans-resveratrol encontrado na permeacgao,
retencao e tape stripping foram expressos em percentagem para cada analise,
sendo que 100% indica o total ao somar os 3 resultados para cada membrana.
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Os resultados para as analises de retengcao cutanea se encontram nas Tabelas
17 e 18, respectivamente.

Tabela 17: Médias acumuladas e percentagens de trans-resveratrol retido no
estrato cérneo apos 24 horas.

Média da concentragao

- . o
Formulagoes acumulada (ug/cm? de pele) Farmaco retido (%)

M-SD-1:9-TPGS1 47,14+53,41 35,10+4,87
M-SD-1:3-TPGS1 189,56+65,10 27,2944 48

Tabela 18: Médias acumuladas e percentagens de trans-resveratrol retido apos
24 horas nas camadas da derme e epiderme abaixo do estrato corneo.

Média da concentragdo acumulada

Formulagdes (ng/cm? de pele)

Farmaco retido (%)

M-SD-1:9-TPGS1 59,06+25,82 18,18+10,28
M-SD-1:3-TPGS1 117,26+14,53 15,59+1,42

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que para a
formulacdo M-SD-1:9-TPGS1 o total de farmaco encontrado nas camadas da
pele de porco mais o que permeou e foi encontrado no meio receptor resultou
em 234,70 pug/cm? de pele (83,88%), enquanto que para a formulagao M-SD-
1:3-TPGS1, a permeacao total foi de 711,73 pg/cm? de pele (91,25%), o que
demonstra que além de permear menos, a membrana na propor¢cao de 1:9
possui menos farmaco (300 pug no total da area da entrada da célula de Franz)
enquanto que a 1:3 possui maior quantidade de farmaco (780 pg da area total
analisada).

Também ¢€ importante observar que a percentagem total de farmaco
encontrada tanto no tape stripping quanto na retengcédo cuténea foi de 42,88%
para a membrana M-SD-1:3-TPGS1 e de 53,28% para a M-SD-1:9-TPGS1,
sendo assim o que ainda estaria disponivel para o efeito terapéutico.

Apesar de um percentual ligeiramente menor de farmaco retido, a
formulagcdo M-SD-1:3-TPGS1 possui maior concentracdao deste, apresentando
entdo maiores concentragées do farmaco no estrato cérneo e na derme, que
esta relacionado a maior velocidade de liberacao deste.

E importante também salientar que ao serem comparadas as
percentagens de farmaco permeado em cada situagdo ocorrem diferengas nas
proporcoes de farmaco em cada regiao e isso provavelmente se da devido ao
momento que cada formulacdao comecga a liberar o farmaco, sendo assim como
a M-SD-1:3-TPGS1 comeca a liberar algumas horas antes, € esperado que ao
final das 24 horas haja uma proporcao ligeiramente maior de resveratrol que
permeou a pele se comparado com a M-SD-1:9-TPGS1 que por iniciar sua
liberagdo de forma mais tardia acabou tendo uma proporc¢ao ligeiramente maior
de farmaco retido nas camadas da pele. Mesmo assim, devido a quantidade de
farmaco em cada formulagdo, apenas da M-SD-1:3-TPGS1 ter apresentado
uma propor¢do menor de farmaco nas camadas da pele apds as 24 horas,
ainda é possivel notar que a concentragao retida na pele € bem superior que a
da outra membrana.

Dessa forma, a amostra M-SD-1:3-TPGS1 apresenta-se mais promissora
para exercer a agao farmacoldgica, pois além de iniciar sua liberagao de forma
mais rapida, consegue fazer com que a concentragdo de trans-resveratrol no
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estrato cérneo seja acumulada antes de permear para as camadas mais
profundas da pele.

5.3.12. CITOTOXICIDADE IN VITRO

De acordo com a ISO 10993, a citotoxicidade in vitro tem por finalidade
avaliar a biocompatibilidade dos protétipos desenvolvidos, sendo um parametro
importante para a avaliacdo da seguranca e a eficacia. As amostras foram lidas
imediatamente apds a incubagcdo de 4 horas, onde foi verificado se houve
descoloracdo do meio e aparecimento de halo em torno da formulagéo, sendo
ambos indicativos de diminui¢do da viabilidade dos fibroblastos.

No caso das amostras que apresentaram o aparecimento de halos, estes
tiveram seus didmetros medidos e, de acordo com o tamanho, as amostras
foram classificadas pelo grau de citotoxicidade, como demonstrado na Tabela
19.

Tabela 19: Médias dos halos observados e seu grau de citotoxicidade
correspondente (JEONG et al., 2019).

Amostras Grau

Controle + Moderada

Controle - Ausente
M-1:9-TPGS1-C Ausente
M-1:3-TPGS1-C Ausente
M-SD-1:9-TPGS1 Branda
M-SD-1:3-TPGS1 Branda
Trans-resveratrol Branda

Sendo assim, pode-se observar que o trans-resveratrol utilizado
apresentou uma citotoxicidade branda (até 0,5 cm de halo em volta da
formulac&o), o qual houve diminuicdo nas membranas contendo o farmaco,
apesar de mesmo assim também terem sido observadas diminuicdo da
viabilidade celular.

E possivel afirmar que a toxicidade branda apresentada pelas membranas
€ devido a presenca do trans-resveratrol uma vez que as formulagbes sem
farmaco, M-1:9-TPGS1-C e M-1:3-TPGS1-C, possuem todos os demais
componentes e ndo apresentaram qualquer sinal de diminuicdo da viabilidade
dos fibroblastos, estando integros os pogos onde foram semeados, semelhante
aos pogos do controle negativo.

E possivel também observar que as membranas contendo o farmaco
apresentam halos menores ao do farmaco livre, indicando que a incorporagcao
do farmaco na forma de dispersdao solida na membrana reduziu a sua
citotoxidade.

De acordo com Maccario e equipe (2012), o trans-resveratrol pode
apresentar efeito antiproliferativo em culturas celulares de fibroblastos quando
em altas concentragoes, apesar de ndo ser uma observacao usual.

Este fato pode ser melhor entendido ao analisar o estudo de Ling, Gu e
Cheng (2017), que elucida o mecanismo pelo qual o resveratrol leva a
apoptose de fibroblastos, o qual se relaciona com a atividade indutora da SIRT-
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1, que modula diversos fatores de transcricdo como a proteina p53, as
caspases e o fator nuclear NF-kB, o que faz com que se reduza a viabilidade
celular, sintese de DNA e a migracao celular levando a agao de apoptose dose-
dependente. Ainda assim a citotoxicidade encontrada foi branda.

Sendo assim, o uso do farmaco de forma controlada pode provavelmente
diminuir a citotoxicidade uma vez que como comprovado pela analise de
permeacao cutanea, somente cerca de 30% do trans-resveratrol poderia
passar para a corrente sanguinea e ainda assim, essa permeagao ocorre de
forma lenta, ndo concentrando demais nas camadas da pele, o que tende a
diminuir seu potencial citotdxico.

Anlar e equipe, 2016, ao testarem o resveratrol em linhagem de
fibroblastos, observaram que em 24 h concentracdées de 50 puL/mL ou mais
foram capazes de reduzir a viabilidade das células, sendo que em 400 uL/mL
ocorreu a diminui¢cao da viabilidade celular para 55%.

5.3.13. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA IN VIVO

Os valores de percentagem de inflamagdo e de reducédo de inflamagéao
estao dispostos na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados de inflamacéo e reducdo da inflamacg&o. Letras iguais
indicam que nao ha diferenca estatistica significativa entre as amostras (Teste
de Tuckey, p>0,05).

Grupos Inflamacdo média (%) Reducédo da inflamacao (%)

Resveratrol 3 mg/mL 30,85+4,29 69,152
M-SD-1:9-TPGS1 56,8917,19 43,112
M-SD-1:3-TPGS1 33,9847,09 76,022
M-1:9-TPGS1-C 80,3718,04 19,63be
M-1:3-TPGS1-C 83,58121,54 15,42¢¢

Controle + (dexametasona 1 mg/g) 24,8216,96 75,184

Controle - (sem tratamento) 98,45+7,21 1,55¢

O edema de orelha de camundongo induzido € o modelo animal e
histolégico mais usual para o teste de medicamentos de administragao cutanea
com atividade anti-inflamatoria topica. Ele € um modelo usual devido a ser
rapido e simples de ser executado, bem como possui uma boa
reprodutibilidade (MARINO-MARMOLEJO et al., 2016).

O ¢leo de croton foi empregado como indutor inflamatoério devido a ser um
agente flogistico contendo ésteres de forbol, sendo o seu principal constituinte
o 12-O-tetra-canoiforbol-13-acetato, também conhecido como TPA. O TPA, por
sua vez, € um agente irritante pro-inflamatério que ativa a proteina C quinase e
outras quinases que sofrem ativagdo por mitdgeno estimulando a liberacao de
fatores de transcri¢cao, tais como o fator nuclear k B (NFkB) e a proteina 1 (AP-
1) que por sua vez ativam citocinas pré-inflamatérias como a interleucina 18 (IL-
1B) a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral a (TNFa), fosfolipase A2,
entre outros que induzem a ativacado de plaquetas e do acido araquiddnico
(SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007; RAMOS et al., 2013)

A inflamagao ocorre entdo causando o aumento da permeabilidade
vascular, bem como a vasodilatagcdo, migracao leucocitaria e a producao de
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aminas vasoativas e eicosanoides que sao sintetizados pela ciclooxigenase
(COX) e a 5-lipoxienase (5-LOX)(ABDULKHALEQ et al.,, 2018). Sendo
substancias anti-inflamatdrias tais como o trans-resveratrol capazes de inibir
alguns pontos dessas vias de inducgdo inflamatoria, eles podem entdo ter a
capacidade de reverter o quadro causado pelo 6leo de créton.

De acordo com o observado na Tabela 20, a suspensao de trans-
resveratrol e as membranas preparadas com as dispersdes solidas
apresentaram os maiores valores de reduc¢ao da inflamagao (depois do controle
positivo). Isso comprova a acao anti-inflamatoria do farmaco e demonstra que a
incorporagdo nas membranas mantém essa atividade.

Ainda, péde-se notar que enquanto os animais do grupo sem tratamento
(controle negativo) tiveram aumento médio de suas orelhas expresso como
98,45%, os grupos tratados com membranas sem farmaco apresentaram
valores semelhantes entre si, ndo havendo diferenca estatistica entre elas,
indicando que a agao anti-inflamatoria observada se deve ao farmaco.

Sendo assim, € possivel inferir através desses resultados que em seis
horas de tratamento houve maior efeito terapéutico da formulagcdo M-SD-1:3-
TPGS1, o que € interessante, pois trata-se da membrana com maior teor de
farmaco e que apresentou perfil de liberagdo in vitro mais conveniente ao
proposto, podendo ser apta para o tratamento de inflamagdes cutaneas.

E importante também mencionar que de acordo com os resultados para a
liberagdo in vitro, a formulagdo M-SD-1:9-TPGS1 s6 conseguiu ter uma
liberacdo relativamente expressiva do farmaco apds 8 horas de analise, 0 que
pode ter influenciado nos resultados in vivo, uma vez que em teoria a partir de
4 horas a membrana na propor¢cao M-SD-1:3-TPGS1 j& comegou a agir,
enquanto que a outra nao.

Outro fator importante € que por mais que a M-SD-1:3-TPGS1 tenha tido
valores bem proximos ao do grupo que foi tratado com a suspensao de trans-
resveratrol talvez o grupo tratado com a suspensdo nao tenha tido tempo de
contato o suficiente, uma vez que foi notado o escorrimento deste apos a
aplicagcdo. Logo, se houvesse a garantia que a suspensao de trans-resveratrol
pudesse ficar em contato com as orelhas dos animais, provavelmente o efeito
anti-inflamatério seria maior, mas devido a esse fato muito do farmaco deve ter
sido perdido, diminuindo assim o real efeito anti-inflamatorio das suspensoes.

Sendo assim, o fato de que as membranas conseguem permanecer por
maior tempo sobre a pele devido a sua bioadesdo poderia indicar que o uso
desse tipo de sistema € vantajoso, uma vez que além de apresentar menor
concentragcao de farmaco, este € liberado gradativamente e sendo mantida
sobre a pele, faz com que a concentragao nos tecidos também se mantenha
por mais tempo sem escorrer ou secar, além de evitar desperdicios de
farmaco.
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5. CONCLUSOES

As dispersbes solidas foram desenvolvidas com sucesso, apresentando
boas propriedades, sendo a maioria delas capazes de dobrar e uma (SD-1:9-
TPGS1) capaz de quase triplicar a solubilidade do trans-resveratrol em agua,
sendo as que contém TPGS foram as mais promissoras. As dispersdes solidas
puderam ser incorporadas nas membranas de PVP sem causar problemas de
estabilidade. O uso do PVP de alta massa molecular conseguiu evitar a
recristalizagcdo do farmaco ao ser incorporado neste e formar membranas.

As membranas desenvolvidas apresentaram boas caracteristicas de
homogeneidade, intumescimento, permeabilidade e taxa de transmissdo ao
vapor d’agua, biodesdao e conseguiram promover a liberacdo controlada do
farmaco, indicando que além de algo inédito, o compdsito formado pode ter
caracteristicas de estabilidade realgcadas, tais como o aumento nas
propriedades mecanicas, a prevencao da recristalizacdo de um farmaco
altamente cristalino e a capacidade de liberagdo e permeacado cutaneas
adequadas para o objetivo proposto, permitindo uma terapia eficaz e segura.

E importante ressaltar também que a formulagdo M-SD-1:3-TPGST
apresentou maior acao farmacoldégica em modelo animal. Sendo assim, o
candidato mais promissor € esta membrana uma vez que esta demonstrou ser
capaz de promover o efeito anti-inflamatério cutaneo, podendo ser utilizada em
tratamentos de dermatite atdpica.
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APENDICE A - VALIDAGAO ANALITICA EM
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

Para a quantificacdo do trans-resveratrol nas dispersdes sdlidas,
desenvolveu-se e validou-se um meétodo analitico para sua quantificacdo. O
meétodo foi validado de acordo com a RE 166/2017, a ISO 17025 do Inmetro e o
ICH (2010). O equipamento utilizado foi o cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) Waters® Alliance HPLC com detector PDA (Photodiode Array
Waters) acoplado. A coluna cromatografica utilizada foi a C18 Agilent Eclipse®
Plus (4,6 mm x 250 mm e 5 um) e a fase mével foi composta de acetonitrila e
solugao aquosa contendo agua purificada e acido acético 2% na proporcao de
65:35, respectivamente. As condicdes cromatograficas (Tabela A.1) foram:
fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdao de 5 pL; tempo de corrida de 10
minutos; e temperatura de 25 °C. As solucbes padrao e amostras foram
diluidas em acetonitrila (grau HPLC) obtendo-se a concentracao tedrica de 14
ug/mL enquanto que a solugdo amostra foi preparada a partir da pesagem de
100 mg de dispersao solida contendo 10% de trans-resveratrol e diluidas em
baldo volumétrico ambar de 25 mL. Assim, foram obtidas solu¢goes amostras
com trans-resveratrol nas concentragdes de aproximadamente 14 pug/mL. Antes
das injecoes, as solucdes foram filtradas com filtro de seringa PTFE Analitica®
0,45 pm sendo transferidas para vials ambares.

Para garantir que a metodologia analitica desenvolvida fosse capaz de
gerar resultados confiaveis e reprodutivos foram avaliados os parametros de
linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, limites de quantificacdo e
deteccdo, bem como o a robustez.

Tabela A.1: Condi¢cdes utilizadas para a validagcdo do método analitico em
CLAE.

Condigdes da metodologia validada

Equipamento Waters® Alliance HPLC
Detector Photodiode array Waters®
Coluna cromatografica C18 Agilent Eclipse® Plus

(4,6 mm x 250 mm e 5 pm)
Composicao da fase movel 35:65 de agua com acido acético 2%

:acetonitrila (v/v)

Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injecao 5uL
Tempo de corrida 10 minutos

Temperatura 25 °C
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1.A. LINEARIDADE

Para a linearidade foram preparadas 7 solugbes padrao de trans-
resveratrol e analisadas em triplicata em diferentes concentracdes finais
praticas (Tabela 2.A). Avaliou-se a relacao linear e os resultados foram tratados
pelo coeficiente de variagdo em relacdo ao fator de resposta de cada
concentracgao.

Tabela 2.A: Concentragdes finais praticas das 7 solugdes padrao preparadas.

Solugdes padrdo Concentragbes praticas (pg/mL)

1 8
10
12
14
16
18
20

NO O WN

O desvio padréo relativo foi calculado utilizando-se a Equacéo 1.A:

DPR = (DP/M) x 100

Equacéo 1.A: Desvio padrao relativo da linearidade.

Na qual:

DPR = desvio padréo relativo (%);

DP = desvio padrao do fator de resposta;
M = média do fator de resposta.

2.A. ESPECIFICIDADE

Foi avaliada a influéncia dos demais componentes da formulagdo sem o
trans-resveratrol, da fase mével e do diluente (acetonitrila) na quantificagcao do
trans-resveratrol. Pesou-se 1,0 g de cada formulagcdo base (sem principio ativo)
sendo diluido em baldo volumétrico ambar de 100 mL, para entdo avaliar se
haveria alguma interferéncia do placebo no pico de interesse.

3.A. PRECISAO

A precisao foi dividida em dois ensaios distintos, sendo eles a
repetibilidade e a precisao intermediaria.

3.1.A. REPETIBILIDADE

De acordo com a RE 166/2017 (BRASIL, 2017), a repetibilidade do
método pode ser verificada com no minimo 9 determinagdes, contemplando o
intervalo linear do método, sendo 3 concentragdes (baixa, média e alta) em
triplicata ou entdo num minimo de 6 determinagbes a 100% da concentragcdo
teste. A avaliagdo intra-corrida (repetibilidade) foi realizada utilizando-se as
formulagdes contendo trans-resveratrol contendo a concentracédo final de 14
pug/mL. A andlise foi feita em sextuplicata no mesmo dia e sob as mesmas
condigcdes experimentais, método, equipamento e pelo mesmo analista.
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3.2.A. PRECISAO INTERMEDIARIA

A preciséo intercorrida (intermediaria) foi realizada do mesmo modo e sob
as mesmas condi¢cdes que a precisao por repetibilidade, mas com analistas
diferentes em dias diferentes. Sendo assim, foi analisada a concordancia entre
os resultados através do coeficiente de variagao.

4.A. EXATIDAO

A exatidao foi determinada pela recuperagdo do principio ativo nas
matrizes (dispersdes solidas) nas amostras DS-1:3-PX1 (0,1 g de farmaco, 0,9
de polimero e 0,1 g de Poloxamere) e DS-1:3-TPGS1 (0,1 g de farmaco, 0,9 g
de polimero e 0,1 g de TPGS) por serem as com menor propor¢ao de farmaco
em sua constituicdo. Para isso, foram utilizadas as formulag¢des contendo trans-
resveratrol nas concentragdes de 8, 14; e 20 pg/mL. A andlise foi feita em
triplicata e a exatiddo foi expressa pela percentagem de principio ativo nas
formulagées.

5.A. LIMITES DE DETECGAO (LOD) E QUANTIFICAGAO
(LOQ)

Para o limite de detec¢do, uma amostra foi pesada (10,04 ug), transferida
para baldo volumétrico de 25 mL e diluida com acetonitrila. Foram transferidos
350 pL para balao volumétrico de 10 mL, filtradas e colocadas em vials ambar
para serem lidas em corrida cromatografica sucessivamente até haver uma
diluicdo onde o pico referente ao trans-resveratrol (com tempo de retencao de
4,55 min) ndo pudesse mais ser observado. O limite de quantificagao tedrico foi
calculado através da Equacgéao 2.A:

_10x DP

Equacéo 2.A: Limite de quantificacao.

Onde:

DP: desvio padrdao do intercepto com o eixo das ordenadas (y) de pelo
menos 3 curvas de calibragado contruidas contendo as concentragbes do trans-
resveratrol proximas ao limite de quantifiagado observado;

B: inclinac&o da curva analitica.

6.A. ROBUSTEZ

A robustez foi avaliada de acordo com o teste proposto por Youden e
Steiner, sendo entdo preparadas 8 solugdes independentes de acordo com as
condi¢coes nas Tabelas 3.A e 4.A. As condi¢cdes normais sao representadas
com letras maiusculas, enquanto que as variacbes sao representadas pelas
letras minusculas. Apds o preparo, as solugdes foram injetadas no CLAE para
haver a determinagao de suas areas.
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Tabela 3.A: Varidveis empregadas no ensaio de robustez.

Variaveis
Comprimento de onda (nm) 307 (A)
309 (a)
Temperatura do forno (°C) 25 (B)
27,5 (b)
Método de dissolu¢do em acetonitrila Agitacéo por inversdo(C)
Agitacao em vortex (c)
Fluxo (mL/min) 1,0 (D)
0,9 (d)
Coluna cromatografica Eclipse® Agilent (E)
Zorbax® Agilent (e)
pH da fase mével 3.06 (2% acido acético) (F)
3.14 (1.7% acido acético) (f)
Composicao da fase movel 35:65 (G)
(acetonitrila:solugcdo aquosa 2% de 33:67 (g)

acido acético v/v)

Tabela 4.A: Planejamento das condi¢des de analise do ensaio de robustez.

Variaveis Condicbes experimentais

1 2 3 4 5 6 7 8
A a A A A A a a a a
B,b B B b b B B b b
C,c C C C c C C C c
D,d D D d d d d D D
E, e E e E e e E e E
F,f F f f F F f f F
G, g G g g G g G G g

7.A. ENSAIO DE DEGRADACAO FORCADA

O ensaio de degradacao forgada do trans-resveratrol se deu em diferentes
condi¢coes sendo as seguintes: em solucao de 1% de HCI, solucdo de 1% de
NaOH, solugdo com 3% de H2>02 e em agua sendo esta ultima colocada em
camara com luz. Todas as solugdes foram diluidas pesando-se o equivalente a
10 mg de farmaco com as solugées mencionadas sendo mantidas nessas
condicoes. Ao final do experimento as solugdes foram diluidas com acetonitrila
primeiramente em baldo volumétrico de 25 mL e em seguida foram coletados
35 pyL de cada uma e colocados em baldes volumétricos de 10 mL sendo
completados novamente com acetonitrila. Apds isso, as diluicbes foram
filtradas com seringa e filtro de seringa PTFE 0,45 pm em vials e lidas pela
metodologia validada na CLAE. Todas as condi¢cdes foram avaliadas em
triplicata.
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APENDICE B - RESULTADOS DA VALIDACAO
ANALITICA EM CLAE

O desenvolvimento de uma metodologia analitica é necessario para que a
analise se adeque a necessidade e que seja otimizada a fim de se conseguir 0s
resultados com alto nivel de confiabilidade e reprodutividade. Sendo assim,
parametros tais como a escolha da fase médvel, o comprimento de onda, a
temperatura, o fluxo e o tipo de coluna cromatografica devem ser pré-
estabelecidos para garantir a eficiéncia das analises (EMEA, 2006).

1.B. LINEARIDADE

Foram obtidas trés curvas analiticas que variaram de 8 a 20 pg/mL, sendo
obtidas a partir da juncao dos ajustes do coeficiente de regresséo linear dessas
trés curvas, sendo este r*=0,9987.

Os dados referentes a curva analitica estao dispostos na Tabela 1.B e a
curva obtida pode ser visualizada na Figura 1.B.

Tabela 1.B: Areas obtidas utilizadas para a construcdo das curvas analiticas da

linearidade do método.

Concentragdo ¢ 10 12 14 16 18 20

(ug/mL)
Curva 1 7,60 993 11,73 14,20 15,15 18,33 19,99
Curva 2 760 998 1244 1385 16,65 1824 19,63
Curva 3 895 983 11,83 13,80 16,19 18,33 19,76
Media 805 991 12,00 13,95 16,00 18,30 19,79
Desvio
padrio 078 008 0,38 0,22 0,77 0,05 0,19

Coeficiente

devariacdo 0,097 0,008 0,032 0,016 0,048 0,003 0,009
Médulo 0,05 -0,09 0 -0,05 0 0,3 -0,21

Figura 1.B: Média das curvas analiticas e equacao da reta obtida.

Média das curvas analiticas
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Segundo preconizado pela ANVISA, o coeficiente de regressao linear deve
ser igual ou superior a 0,99, o que significa que o valor do r* da metodologia
validada obedece os limites estabelecidos, significando que a area encontrada
do pico referente ao trans-resveratrol no cromatograma se correlaciona com a
concentracao deste no analito (MARSON et al., 2020).

E possivel observar que as andlises obtiveram resultados com
concentragbes muito proximos da concentragcao teorica calculada, bem como
desvios padrdes baixos, demonstrando que o método tem boa linearidade.

O cromatograma tipico da validagao analitica possui apenas um pico
observavel, sendo este bem definido, possuindo alta intensidade. O tempo de
retencdo médio foi de 2,55 min (Figura 2.B).

Figura 2.B: Cromatograma tipico para as analises de trans-resveratrol.
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2.B. PRECISAO E EXATIDAO (INTERMEDIARIA E
REPETIBILIDADE)

Os resultados para a precisao e exatidao estao dispostos nas Tabelas 2.B,
3.B e 4.B sendo relacionadas as analises intra e inter-dia, respectivamente.

Tabela 2.B: Precisdo do método analitico.

Precisao
Tipo de Concentragao Média das DPR FR
analise tedrica (ug/mL) concentragdes obtidas
(Hg/mL)
Intra-dia 14 14,0280 2,07

Inter-dia 14 14,0140 2,43
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Tabela 3.B: Exatiddo do método analitico utilizando a formulagdo DS-1:9-PX1.

Exatidao
Concentragéao tedrica Média das Médias da taxa de
(ng/mL) concentragoes obtidas recuperacao (%)
(ng/mL)
8 7,97 99,94
14 14,15 100,78
20 20,00 99,73
r2 obtido 0,9968

Tabela 4.B: exatiddo do método analitico utilizando a formulagdo DS-1:9-
TPGS1.

Exatidao
Concentracgéao tedrica Média das Médias da taxa de
(ng/mL) concentragoes obtidas recuperacao (%)
(Hg/mL)
8 7,94 98,73
14 14,27 101,45
20 20,00 99,49
r2 obtido 0,9976

Conforme consta na RDC 166 de 2017, em cada ensaio foi necessario a
utilizacdo de 6 analitos independentes (sem qualquer etapa de preparo em
conjunto) para que ndo houvesse o comprometimento da confiabilidade do
ensaio, uma vez que o analito se tratou de amostras solidas. Os resultados
demonstraram que a metodologia possui boas precisbes nos ensaios, obtendo
um desvio padrao relativo de 2,07 no ensaio intra-dia e 2,43 no ensaio inter-dia.
Segundo a RDC n° 889 de 29 de maio de 2003, o ideal para essas analises &
que o DPR seja menor que 5% para farmacos puros, o que demonstra que a
precisdo também esta dentro do preconizado, garantindo que os valores
quantificados s&o de fato proximos aos reais (ARAUJO, 2009).

Para a exatidao foram escolhidas as formulagées DS-1:9-PX1 e DS-1:9-
TPGS1, ambas contendo farmaco em menor quantidade, enquanto que
quitosana e adjuvante farmacéutico em maiores quantidades (variando apenas
que uma tem poloxamer e a outra TPGS, respectivamente), uma vez que esses
possuem maior quantidade de interferentes que podem dificultar a
quantificagcao apropriada do trans-resveratrol.

De acordo com a ANVISA, as percentagens de coeficiente de variagdo e
de exatidao nao devem ultrapassar os 5%, sendo entao possivel observar que
os valores foram adequados, uma vez que todos os resultados de recuperagao
do farmaco no ensaio de exatidao ficaram na faixa entre 95 e 105%.

3.B. ESPECIFICIDADE

O ensaio de especificidade € utilizado para avaliar se durante a corrida,
nao ocorrera a identificagcdo equivocada dos demais componentes da matriz do
analito sem ser a substancia de interesse, uma vez que esses compostos sao
interferentes na analise. Ela também avalia o grau de interferéncia de outras
substancias, tais como as impurezas e os produtos de degradacdo (LE;
PHUNG; LE, 2019).

O método apresentou boa especificidade, uma vez que sob as condi¢des
validadas nao houve aparecimento de picos nas analises da fase movel nem
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dos demais componentes das dispersdes solidas. Sendo assim, o método é
seletivo para a quantificagdo de trans-resveratrol nas dispersdes solidas
desenvolvidas.

4.B. SENSIBILIDADE

Definida pelos limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ). O LD é a
menor concentragdo na qual o analito pode ser detectado pela metodologia
desenvolvida, enquanto que o LQ €& a menor concentragdo capaz de ser
quantificada com precisao e exatidao.

O LD se deu através de diluicdes seriadas da amostra até o0 momento em
que houve a auséncia de pico bem definido no cromatograma, o que foi na
diluicdo de concentragao pratica de 0,0004 pg/mL.

O LQ, por sua vez, foi calculado com base no valor obtido de LQ, e em
seu desvio padrao, gerando o valor de 0,5701 pg/mL.

5.B. ROBUSTEZ

A robustez é definida como a capacidade de um método resistir a
variagbes pequenas e aleatérias das condicbes durante a analise sem haver
alteragbes significantes na precisdo e exatidao dos resultados gerados, sem
com isso perder a confiabilidade ds resultados (CESAR; PIANETTI, 2009). Os
valores para o teor de farmacos e percentagens recuperadas se encontram na
Tabela 5.B.

Tabela 5.B: Teor de farmaco e percentagem de recuperacao.

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8

Teor (pug/mL) 14,04 14,01 14,03 14,01 14,03 14,01 14,03 14,01
Recuperagdo (%) 1,36 1,56 0,65 5,34 8,78 3,28 6,05 7,74

Apéds analisar as percentagens de recuperagao para cada ensaio, foi feita
uma analise de comparagao de grupos, onde se avaliou o impacto de cada
parametro (Tabela 6.B). Para isso, foram feitas as médias de todos os ensaios
que continham determinada condi¢do validada (letras maiusculas) e esse valor
foi dividido pela média dos valores obtidos em ensaios que continham o
parametro correspondente alterado (letras minusculas), quanto maior o valor
obtido, maior o impacto na tendéncia na perda de precisdo e exatidao nas
analises.

Tabela 6.B: Avaliacdo do impacto de cada parametro da robustez.

Efeitos dos parametros analisados

Efeito A/a 1,51
Efeito B/b 0,45
Efeito C/c 3,98
Efeito D/d 4,59
Efeito E/e 7,07
Efeito F/f 12,83

Efeito G/g 1,43
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Sendo assim, & possivel perceber que o fator que menos influencia na
perda de precisdo e exatiddo da metodologia € a temperatura do forno de
aquecimento da coluna cromatografica (parametro letra B ou b) com um efeito
calculado de 0,45, enquanto que o fator mais sensivel a variagcdées € o pH (ou
quantidade de acido acético presente na fase movel; representado pela letra F
ou f) com efeito calculado de 12,83.

O efeito da composicao da fase moével pode surtir efeito na analise pois

uma maior quantidade de acido acético pode ter maior afinidade a quitosana
presente nas formulagcdes, gerando um arraste mais rapido e diminuindo o
tempo de passagem da formulagcdo pela coluna cromatografica (GRECO;
LETZEL, 2013) e por isso causar alteragées importantes na leitura da area do
pico de trans-resveratrol uma vez que este pode estar associado a quitosana
através de interagdes quimicas, fazendo com que o farmaco também seja
arrastado mais rapido e possua alteracbes na precisao e exatiddao de sua
concentragao.
Outro fator com alto impacto é o E/e (lote da coluna cromatografica), que gerou
um impacto de 7,07. Isso pode ocorrer devido a composicao e sintese quimica
do conteudo presente no interior das colunas, bem como devido ao
empacotamento desse conteudo, que quanto mais compacto, mais demorada
sera a identificagao do pico. Outro fator interessante de ser mencionado € que
a coluna utilizada na validacdo analitica (Zorbax®) nao havia sido utilizada
anteriormente para nenhum tipo de andlise, enquanto que a Eclipse® ja havia
sido utilizada para analise de outros farmacos, tais como a curcumina. O uso
de diversos farmacos e fases moveis (incluindo a troca de fase movel, quando
ha tracos da fase movel anterior que é imiscivel com a nova) pode com o
passar do tempo gerar pequenas variagbes na eficiéncia da coluna
(PHENOMENEX, 2008), o que poderia explicar o porqué foi observada essa
diferenca.

6.B. ENSAIO DE DEGRADACAO FORCADA

O ensaio de estresse avaliou o comportamento do trans-resveratrol frente
a diversos fatores durante 3 horas para avaliar a quais ele esta mais vulneravel
a degradacado. Todas as amostras ficaram em contato com 1 mL de cada
reagente e apos esse periodo foram diluidas afim de se ter a concentracao
tedrica de 14 pg/mL. Sendo assim, a Tabela 7.B descreve qual a concentracao
real e a percentagem de recuperacao do farmaco apos cada analise.

Tabela 7.B: Concentragcdes e percentagens de recuperagcdo do trans-
resveratrol para cada analise estudada.

Reagentes Média das concentragdes (pg/mL) % recuperagao
HCI 1M 12,7310,49 90,95+3,49
NaOH 1M 0,21+0,03 1,47+0,23
H202 13,1410,38 93,83+2,72
Luz 13,00£0,56 92,89+3,97

Com isso, é possivel notar que o trans-resveratrol possui susceptibilidade
a todos os parametros testados, em maior ou menor grau. Existem estudos que
mostram que este € um farmaco fotossensivel, tendo uma cinética de
fotodegradagdo préxima a de primeira ordem, variando de acordo com



108

diferentes comprimentos de onda no espectro visivel (e também no espectro do
UV, onde a degradacao é ainda mais rapida), onde este passa do seu isémero
trans (biologicamente ativo) para o cis, perdendo principalmente potencia e a
maioria de seus efeitos (SILVA et al., 2013).

Quanto a reagcdo com o H2Oy, este libera moléculas de O, que podem
reagir com o composto em analise e tendo o trans-resveratrol atividade
antioxidante, este € facilmente degradado sendo entdo oxidado resultando em
seus redicais hidroxila e/ou 4’-fenoxila (PLAUTH et al., 2016), perdendo entdo
suas caracteristicas biologicas, apesar deste ter sido o fator menos impactante
dentre os estudados.

Ao entrar em contato com o HCI 1M, também houve uma degradacao
moderada, € interessante mencionar que segundo o estudo de Zupancic, Lavric
e Kristl (2015), o trans-resveratrol em pH &cido sofre degradacéo cinética de
primeira ordem com alto nivel de coeficiente de correlagao (r=0,99). Isso pode
ser explicado de acordo com a propria estrutura quimica do farmaco. Uma vez
que seus grupos hidroxila estdo predominantemente protonados e podem
proteger a molécula da oxidagcdo em meio contendo ions H3O* gerando assim
uma menor perda de seu teor.

Quanto ao que diz respeito ao ensaio utilizando NaOH 1M, é importante
notar que também segundo Zupancic, Lavric e Kiristl, (2015), o trans-resveratrol
em solugdes com o pH a partir de 6,8 sofre um aumento significativo em sua
degradacéao, sendo esta uma mistura de cinéticas de primeira ordem e ordem
zero, até que em pH 10 este sofre degradacdo de ordem cinética zero
demorando apenas alguns minutos para sofrer quase que total degradacao.
Isso deve ocorrer pelo fato de que o trans-resveratrol € um farmaco que
apresenta pKa de acido forte (pKai= 8,8; pKa>=9,8; e pKasz=11,4) e por isso
pode facilmente reagir com um meio basico, fazendo com que ele sofra uma
cinética de degradacdo bem mais rapida que os demais, além de que ao
contrario do meio acido, seus grupos hidroxila estdo desprotonados, evitando
assim a protecado contra os ions OH-, tornando a molécula mais susceptivel a
se degradar e se tornar seu radical fenoxila (LOPEZ-NICOLAS; GARCIA-
CARMONA, 2008).
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