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RESUMO

O trans-resveratrol (RES) ¢ importante na prevencao e no tratamento da carcinogénese cutanea.
Mas, ele apresenta baixa biodisponibilidade e rapida metabolizagdo, fatores que poderiam ser
contornados pela sua incorporacdo em nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLSs) para aplicagdo
topica. O objetivo foi desenvolver NLS com RES para emprego na terapia antitumoral do
melanoma. Foram obtidas NLSs compostas por acido estearico (AE) ou estearato de
polioxietileno (40) (EP40); poloxamer 407; fosfatidilcolina de soja (FCS) e fase aquosa,
acrescidas ou ndo de 0,1% de RES, produzidas por sonicacdo. O tamanho das particulas, o
indice de polidispersidade (PdI) e o potencial zeta foram analisados. As NLSs foram
submetidas a microscopia eletronica de varredura de efeito de campo (MEV-FEQG) e a andlise
de calorimetria exploratdria diferencial (DSC). Um método analitico utilizando CLAE-DAD
foi desenvolvido para a quantificagdo do RES. Foram conduzidos ensaios de liberagdo,
permeacdo e retengdo cutidnea, bem como avaliacdo despigmentante in vitro de NLSs
acrescidas de RES. Os resultados referentes ao tamanho médio, PdI e potencial zeta das NLSs
mostraram que formulagdes compostas por EP40 apresentaram menor didmetro médio, ~20 nm,
a adicdo de FCS nas formulacdes promoveu aumento da Pdl e as formulagdes exibiram
potencial zeta menores que -6mV. As andlises de DSC mostraram auséncia do pico
endotérmico do RES nas NLS com RES. As andlises microscopicas sugeriram formacao de
material com distribui¢ao nanométrica. O método analitico se mostrou satisfatorio em relagao a
RDC n° 899/2003 para a quantificagdo do RES. As formulagdes apresentaram cinéticas de
liberagdo segundo o modelo matematico de Weilbull e permearam a pele em até 45% apos 24
horas. As formulagdes contendo RES e o RES livre mostraram-se mais eficazes que o acido
koéjico na inibi¢do da enzima tirosinase. Os resultados sugerem que as formulacdes
demonstraram potencial para utiliza¢ao na terapia antitumoral de melanoma.

Palavras-chaves: Trans-resveratrol, nanoparticulas lipidicas solidas, melanoma.



ABSTRACT

The trans-resveratrol (RES) is an important substance in prevention and treatment of skin
carcinogenesis. Though, the RES has low bioavailability and rapid metabolism when it
administered orally, these factors could be circumvented by its dermal administration using
solid lipid nanoparticles (SLNs). The aim of this study was to develop SLN with RES for use in
antitumor therapy of melanoma. SLNs composed of stearic acid (SA) or polyoxyethylene
stearate (40) (PS40); poloxamer 407; soy phosphatidylcholine (SPC) and the aqueous phase
were made by sonication and it were added or not of 0.1% RES. The particle size,
polydispersity index (PdI) and zeta potential were analyzed by dynamic light scattering (DLS).
The SLNs were analyzed by field emission gun scanning electron microscope (FEG-SEM) and
differential scanning calorimetry (DSC). An analytical method using HPLC-DAD was
developed to quantify the RES. In vitro release and skin permeation/retention of SLN plus RES
were conducted, as well as evaluation of depigmenting potency. The results concerning the
average size, Pdl and zeta potential of SLNs showed that formulations consisting of
polyoxyethylene stearate (40) had a lower average diameter, ~20 nm, the addition of soy
phosphatidylcholine promoted increases Pdl and the formulations exhibited zeta potential
smaller than -6mV. The DSC analysis showed no endothermic peak of the SLN with RES.
Microscopic analysis suggest that material formed has nanometer distribution. The analytical
method proved satisfactory in relation to RDC n° 899/2003 for RES. The formulations had
release kinetics according Weibull's models and it were permeated through the skin up to 45%
after 24 hours. The formulation with RES and free RES were more effective than kojic acid in
tyrosinase inhibition. The results suggest that formulations had potential for use in antitumor
therapy of melanoma.

Key-words: Trans-resveratrol, solid lipid nanoparticles, melanoma.
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I. INTRODUCAO

A exposi¢do a radiacdo solar ultravioleta (UV) ¢ um fator muito importante para a
patogénese de varias doencas cutaneas, incluindo o envelhecimento cutdneo, as
hiperpigmentagdes e o cancer de pele (NDIAYE et al., 2011). Ela pode ser dividida em 3
espectros: UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e UVC (<280 nm), sendo que entre elas,
o UVC, até o presente momento, ¢ absorvida pela camada atmosférica de ozonio e ndo atinge a
superficie da Terra (SKOBOWIAT et al., 2011).

A radiagdo UVA penetra na epiderme, chegando até a derme, onde induz a formagdo de
oxigénio singlete e radicais livres, que podem causar danos as macromoléculas celulares como
proteinas, lipideos e DNA (KATIYAR, 2008). J4 a radiagdo UVB pode induzir a uma
variedade de efeitos bioldgicos, incluindo inflamagdo, formag¢do de queimaduras solares,
hiperpigmentagdo, alteracdes imunoldgicas e indugdo do estresse oxidativo, que quando
associados, podem promover a formagao do cancer de pele (WILLIAMS et al., 2011).

Assim, as diversas alteragdes cutaneas decorrentes da exposi¢do cronica a radiagdo UVB
podem causar o fotoenvelhecimento, que est4 relacionado, principalmente, com a degradagao
da matriz extracelular cutanea, hiperpigmentagdo, imunossupressdo e fotocarcinogénese, sendo
esta envolvida no actimulo de altera¢des genéticas, bem como na modulagdo do sistema imune
e no desenvolvimento do cancer de pele (MATSUMURA; ANANTHASWAMY, 2004).

Sabe-se que a incidéncia do cancer de pele tem apresentado um grande aumento nas
ultimas décadas, o qual estd intimamente relacionado com aumento da exposi¢do solar.

Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer de pele é o tipo de cancer
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mais frequente no Brasil, correspondendo cerca de 25% de todos os tumores malignos
registrados no pais (INCA, 2012).

Existem basicamente dois tipos de cancer de pele: o ndo-melanoma, que € o mais comum ¢
raramente pode causar a morte do paciente; € o melanoma, que ¢ o mais raro, mas ¢
responsavel por trés em cada quatro mortes por cancer de pele. Os melanomas sao originados
através de alteragdes nos melandcitos (SCHERER; KUMAR, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que o trans-resveratrol (RES), devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, atua como um importante aliado na prevengao
e no tratamento de desordens cutineas, como a carcinogénese (NDIAYE et al., 2011). Além de
acoOes relacionadas ao fotoenvelhecimento, este composto natural apresenta varios efeitos
benéficos para a saude, dentre eles agdo cardioprotetora, que inclui supressdao da peroxidagao
lipidica e da sintese de eicosanoides, inibicdo da agregacdo plaquetaria, acdes antioxidante,
anti-inflamatoria e vasorelaxante (AGGARWAL et al., 2004; VANG et al., 2011).

Um dos maiores desafios atualmente enfrentados pelos pesquisadores ¢ a baixa
biodisponibilidade in vivo do RES quando administrado por via oral. Em mamiferos, esta
substancia sofre rapida metabolizacdo hepética e intestinal, em torno de 30 a 60 minutos apds a
sua administragdo. Desta forma, a sua utilizagdo sistémica ¢ prejudicada, uma vez que o pico
plasmatico diminui rapidamente (COTTART et al., 2010; NDIAYE et al., 2011).

O problema da rapida metabolizagdo do RES e o impacto para o tratamento do melanoma
foi demonstrado em estudos conduzidos por Niles et al. (2003; 2006). Em um dos estudos, o
RES induzia a apoptose de células de melanoma in vitro. Porém, ao administra-lo oralmente em
ratos os autores ndao observaram o efeito no combate ao melanoma, verificando que ele havia

sido rapidamente metabolizado ap6s a sua administragao.
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Dessa forma, a administracdo cutanea do RES pode ser conveniente a fim de localiza-lo no
seu local de agdo. No entanto, algumas propriedades fisico-quimicas, como limitada
solubilidade aquosa, dificultam sua eficiéncia terapéutica topica. Pesquisadores que
objetivavam avaliar os efeitos quimiopreventivos do RES no cancer de pele e na
fotocarcinogénese verificaram que a aplicagdo topica de RES no pré e no pos-tratamento da
exposicao cronica a radiagdo UVB mostrou resultados promissores na inibi¢ao da incidéncia do
tumor e retardo do inicio da tumorgénese (AZIZ et al., 2005).

As estratégias tecnologicas que apresentam a capacidade de compartimentalizar, de
maneira eficiente, diversos grupos de principios ativos e de modificar suas propriedades e
comportamento em meio bioldgico, sdo promissoras para veiculagdo de tais substancias. Sabe-
se que a introdu¢do de um novo principio ativo no mercado, além de levar varios anos de
pesquisa, envolve custos altissimos. Assim, uma alternativa que pode ser empregada para
contornar estes elevados custos € recorrer a estratégia de desenvolvimento de sistemas de
liberagao para estes principios ativos, o que tem permitido o aumento de eficiéncia de diversos
principios ativos, a reintroducdo de outros principios ativos anteriormente descartados por suas
propriedades indesejaveis e o aprimoramento de novas substancias antes que sejam
efetivamente langadas no mercado ou utilizadas na terapéutica (MAINARDES et al., 2006).

Dessa forma, durante os ultimos anos tém sido desenvolvidos novos veiculos com o
objetivo ndo s6 de aumentar a seletividade e eficacia de principios ativos, como, também,
permitir a redugdo da dose total necessaria, minimizando os efeitos colaterais toxicos, além de
permitir o controle de liberagao (GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009).

Em virtude do grande nimero de citagdes na literatura cientifica, as industrias
farmacéuticas tém se mostrado interessadas no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados,

0s quais apresentam vantagens relacionadas principalmente ao fato de promoverem liberagao
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modificada de farmacos, além de protegerem principios ativos da degradagdo térmica ou
fotodegradagdo (MOHANRAJ; CHEN, 2006; GUTERRES et al., 2007).

As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) s3ao uma nova geracdo de veiculos
nanoparticulados de substancias ativas, que estdo ganhando notoriedade como um inovador
carreador coloidal de farmacos para a aplicagdo topica, principalmente, em virtude de suas
caracteristicas de interacdo com o estrato corneo ¢ outras camadas da pele e capacidade de
arranjo do farmaco com efeito protetor e sustentador da liberagdo. Quando comparado com
outros veiculos, como, por exemplo, as emulsdes, as NLS apresentam a vantagem de controlar
a libera¢do do farmaco, promover baixa irritacdo cutinea e proteger a substancia ativa (LIU et
al., 2007). Além do mais, as NLSs apresentam tamanho de particula reduzido, o que faz com
que haja o aumento do contato com o estrato corneo (SC), promovendo maior penetragcdo
cutanea (MEI et al., 2003).

A liberagdo mediada pelas NLS pode ser uma ferramenta auxiliar no aumento da
biodisponibilidade do RES, objetivando verificar sua acdo antitumoral. Em um estudo
recentemente publicado, Teskac e Kristl (2010) demonstraram que NLS contendo RES podem
atravessar a membrana celular dos queratindcitos, aumentando o tempo de exposicao das
células a esta substancia. Guo et al. (2010) utilizaram nanoparticulas de RES ligado a albunina
sérica bovina em ratos com céancer de ovario primario. Os resultados demonstraram maior
inibi¢do do crescimento tumoral para o RES incorporado na nanoparticula que para aquele
livre.

De maneira geral, as publicagcdes verificadas obtiveram resultados promissores que
justificam a continuidade de estudos que evidenciem a liberagdo modificada do RES, como

NLS, objetivando aumentar sua biodisponibilidade e diminuir sua dose administrada. Logo, sua
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utilizagdo em NLS para aplicagdo tdpica seria extremamente vidvel, a fim de localiza-lo no seu

sitio de acao.
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II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Melanoma

A caracteristica que define a maioria dos canceres humanos ¢ a heterogeneidade, resultante
da aquisicdo somatica de um complexo conjunto de alteragdes genéticas e gendmicas
(FREEDMAN et al., 2011).

A incidéncia de melanoma tem aumentado em todo o mundo, com uma fracao crescente de
pacientes com a doenga em estagio avancado e com mal progndstico. Mesmo com o avango na
imunoterapia e na terapia-alvo, as opgdes de tratamento ainda sdo limitadas (GARBE et al.,
2011).

O melanoma cutaneo ¢ um dos mais sérios canceres de pele, sendo causado pelos
melandcitos, que sdo células pigmentadas dendriticas derivadas da crista neural, que estdo
normalmente presente na epiderme e algumas vezes na derme viavel (VOLKOVOVA et al.,
2012).

A melanina ¢ a substancia produzida pelos melandcitos presentes na camada basal da
epiderme, com o objetivo de proteger a pele contra os danos induzidos pela radiagdo
ultravioleta (UV). Porém, mutagdes génicas podem alterar a melanogénese e desencadear o
desenvolvimento de canceres cutaneos, como o melanoma. A melanogénese ¢ dividida em 2
vias: a eumelanogénese, que produz o pigmento escuro (eumelanina) e a feomelanogénese, que
produz o pigmento avermelhado e amarelo (feomelanina). Para a sintese de eumelanina hé pelo
menos a participacdo de 3 enzimas: a tirosinase; a tirosinase relacionada a proteina-1 (TRP-1) e
a tirosinase relacionada a proteina-2 (TRP-2 ou dopacromo tautomerase) (LEE et al., 2011).
Em particular, a TRP-2 ¢ uma enzima reguladora que exerce um importante papel tanto na

melanogénese, quanto no crescimento celular e nas linhagens de melanocitos (COSTIN et al.,
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2005). TRP-2 ¢ também um marcador para o melanoma melanico e amelanocitico, ao passo
que a tirosinase € a de TRP-1 estdo ausentes em muitos melanomas amelanoticos (ORLOW et
al., 1998). Desta forma, o TRP-2 pode ser um alvo para o tratamento do melanoma (LEE et al.,
2011).

A radiacao UV ¢ claramente o fator ambiental predominante e, portanto, fator de risco
potencialmente modificavel para o melanoma. Outros fatores relacionados aos hospedeiros, tais
como as caracteristicas pigmentares e as predisposi¢oes genéticas, também desempenham um
importante papel para o desenvolvimento do melanoma (GANDINI; AUTIER; BONIOL,
2011).

A produgdao de melanina pelos melanocitos na pele ¢ controlada pelo hormoénio alfa-
melanodcito estimulador (a-MSH), um ligante fisioldgico que se conecta ao receptor de
melanocortina-1 (MC1R), estimulando o MCIR através de a-MSH e promovendo a ativagdo de
monofosfato de adenosina ciclico (cAMP). A ativagdo de cAMP conduz a fosforilagdo da
proteina quinase A (PKA), que induz a expressdo de microftalmia associada a fator de
transcrigdo (MITF), que, por sua vez, tem um papel fundamental na expressdo do gene da
tirosinase (HAN et al., 2012).

A cor do cabelo ¢ um indicador fenotipico do genodtipo MCIR (receptor de melanocortina-
1) que pode modificar a associacdo entre o risco de nevo e melanoma. Segundo resultado
obtido por Fargnoli e colaboradores (2010), variantes do gene MCIR apresentam um
importante papel no desenvolvimento do melanoma, tanto pelas vias pigmentares, quanto pelas
vias nao-pigmentares (FARGNOLI et al., 2010).

O receptor de melanocortina-1 (MCIR) ¢ um gene chave, localizado no cromossomo
16924.3, que estd envolvido na regulacdo da sintese de melanina e na codificacdo de sete

receptores transmembranares acoplados a proteina G expressos na superficie dos melandcitos
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na pele e nos foliculos pilosos. A ativacio destes receptores sdo cruciais para a resposta apos a
exposicao a radiacdo UV resultando na produgdo da eumelanina escura e no processo de
bronzeamento humano, promovendo uma protecao fisica contra o dano ao DNA (KENNEDY
etal., 2001).

O MCIR ¢ altamente polimoérfico na populagdo caucasiana com um numero de alelos
variantes de MCIR associado ao cabelo vermelho, pele clara, sardas, baixo bronzeamento e
aumento do risco de desenvolvimento de melanoma e cancer de pele ndo melanoma. As
variagoes dos receptores tém mostrado alteracdes nas fungdes bioquimicas, em grande parte
devido a retencdo intracelular ou ao acoplamento a proteina G alterada, mas retendo alguma
capacidade de sinalizacdo. A associagao dos alelos variantes de MC1R com os riscos de cancer
de pele permanecem apos a corre¢do para a pigmentagdo fenotipica, indicando regulagdo das
vias ndo pigmentares. Particularmente, a ativagdo de MCIR tem sido interligada ao reparo ao
DNA, podendo também contribuir com a regulacdo da resposta imune (RAIMONDI et. al.,
2008; BEAUMONT; LIU; STURM, 2009; HELSING et al., 2012; STURM, 2012).

O MCIR foi o primeiro gene reconhecido que poderia, dependente da exposi¢do solar,
aumentar o risco do desenvolvimento do melanoma. Além disso, a variante RHC do gene
MCIR compromete a capacidade de bronzeamento € a comutacdo da melanina, diminuindo a
fotoprotecdo da feomelanina e também estando envolvida na regulagdo da resposta ao dano ao
DNA dos melandcitos apos exposi¢ao solar. Como consequéncia haveria uma maior taxa de
mutacdo do DNA, que se manifestaria como um aumento da susceptibilidade do
desenvolvimento do melanoma em pessoas com gendtipo combinado (STURM, 2012).

Um estudo conduzido por Landi e colaboradores (2005) estudaram 267 pacientes com
melanoma e 382 pacientes controle a partir de um estudo de caso-controle e um estudo familiar

no nordeste da Italia. Neste estudo, o gene MCI1R foi sequenciado e foi avaliada a capacidade
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de reparagdo do DNA pelo ensaio de reativacdo da célula hospedeira. Os pesquisadores
concluiram que o MCIR estd associado ao risco de melanoma e a sua progressao nessa
populacdo do mediterraneo, particularmente na auséncia de outros fatores de risco em
potencial, tais como sardas ou nevos (LANDI et. al., 2005).

Existe outro gene que também pode estar envolvido no desenvolvimento do melanoma, o
gene regulado por downstream N-myc 2 (NDRG?2). Este gene é um supressor tumoral e esta
fracamente expresso em células tumorais. Porém, ainda ndo se sabe quais sdo os sinais de
NDRG2 no melanoma e quais sdo os alvos celulares. Porém, ha relatos demonstrando que
NDRG?2 regula a expressdo de fator de transcricdo associado a microftalmia (MITF). Como
MITF regula a proliferacdo, diferenciagdo, sobrevivéncia e metéstase de células de melanoma,
a capacidade de NDRG2 em regular a sua expressdo revela um mecanismo em potencial pelo
qual NDRG?2 pode influenciar a progressdo do melanoma (KIM et al., 2008).

A conversdo de uma lesdo cutanea benigna para melanoma cutdneo metastatico ocorre em
estagios. A proteinaquinase B (Akt) ¢ uma excelente candidata para uma via de sinalizagdo que
pode causar o crescimento agressivo em melanoma, pois ela confere resisténcia a um nimero
de estimulos apoptoticos, inativando varios potenciais genes supressores tumorais
(GOVINDARAJAN et al.,, 2007). Desta forma, Akt apresenta um papel funcional na
patogénese do melanoma, sendo que estudos tém demonstrado uma correlagdo entre a
superexpressdo de Akt com a diminui¢do da malignidade de tumores metastaticos decorrentes
de melanoma cutaneo (BHATTACHARYA; DARJATMOKO; POLANS, 2011).

A producdo de 6xido nitrico (NO) na conversdo de L-arginina a L-citrulina pela 6xido
nitrico sintase (NOS) ¢ um importante bioativo e sinalizador molecular, necessério para muitas
funcdes fisiologicas. Recentemente, estudos da funcdo do NO tém focado em seu papel no

tumor. A maioria dos tumores humanos e experimentais ¢ estimulada pelo NO, o qual contribui
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para o crescimento e a metastase através da promoc¢do da migracdo, invasdo e propriedades
angiogénicas das cé€lulas tumorais. A diminuicdo de NO endogeno resultou na diminui¢ao do
crescimento de células de melanoma, sendo que o crescimento foi restabelecido com aumento
de NO (YANG et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que o trans-resveratrol (RES), devido as suas
propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, pode ser um importante aliado na prevengao e
no tratamento de desordens cutineas, como, envelhecimento cutaneo, hiperpigmentacdo e

carcinogénese (NDIAYE et al., 2011).

2.2. Trans-Resveratrol

Resveratrol (trans-3, 4/, 5-trihidroxistilbeno) ¢ uma substancia naturalmente encontrada em
uvas e em varias plantas medicinais. Nas plantas, o resveratrol atua como uma fitoalexina, que
as protege contra as infecg¢des virais. Devido a alta concentragdo dessa substancia na casca das
uvas, ha uma quantidade significativa de resveratrol no vinho tinto (GEHM et al., 1997).

O resveratrol ¢ um po esbranquicado com féormula molecular C14H,03, peso molecular
igual a 228,25 g.mol'l, solubilidade em agua a 0,03 g/L, solubilidade em DMSO a 16 g/L,
solubilidade em etanol igual a 50 g/L, ponto de fusdo entre 253 e 255°C e log P igual a 3,1
(KRISTL et al., 2009; MISHRA, 2011; AMRI et al., 2012). Apesar de apresentar baixa
solubilidade em &gua, o resveratrol exibe alta permeabilidade da membrana e pode ser
considerado um componente classe-II no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (AMIDON
etal., 1995; AMRIetal., 2012).

Existem 2 isomeros estruturais, o Cis-(Z) e o trans-(E) resveratrol, além da sua forma

glicosidica, os quais podem apresentar diferentes efeitos bioldgicos (ORALLO, 2006; YANEZ
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et al., 2006). A irradia¢do ultravioleta ¢ solar de solu¢do de trans-resveratrol induzem a
conversdo isomérica parcial para a forma Cis-resveratrol, resultando em uma mistura de cis- e
trans-resveratrol (Figura 1) (FIGUEIRAS; NEVES-PETERSEN; PETERSEN, 2011).

Bertelli e colaboradores (1996) demonstraram em um estudo que solugdo contendo trans-
resveratrol padrao apds ser exposta a luz solar, durante 1 hora, causou a conversao parcial do
trans-resveratrol na forma cis-resveratrol (80-90% do trans-resveratrol foi convertido a cis-
resveratrol). A intensidade da diminui¢ao do pico cromatografico referente ao trans-resveratrol
foi proporcional a area do novo pico cromatografico correspondente ao Cis-resveratrol (VIAN
et al., 2005). O cis-resveratrol pode apresentar beneficios para a saude, entretanto apresenta

menor atividade biologica.

OH
trans - Resveratrol
HO 4
OH
UV Light
\J

OH

cis - Resveratrol

OH

OH

Figura 1. Conversao isomérica da forma trans- para a forma cis-resveratrol apos exposigdo a

radiacdo UV (FIGUEIRAS; NEVES-PETERSEN; PETERSEN, 2011).
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Virios estudos demonstraram os beneficios do RES para a saude. Além da reducdo dos
riscos de doengas cardiovasculares (PETROVSKI; GURUSAMY; DAS, 2011; DOLINSKY;
DYCK, 2011), foram descritos ainda: protecdo da retina contra a isquemia através da
downregulation da metaloproteinase-9 e do 6xido nitrico e a upregulation de hemeoxigenase-1
(LIU et al., 2012); melhora na sensibilidade a insulina; redu¢do do estresse oxidativo ¢ a
ativagdio da via proteinaquinase B em pacientes diabéticos do tipo 2 (BRASNYO et al., 2011);
acdo como agente terapéutico em doengas neurodegenerativas, tais como Parkinson, Alzheimer
e esclerose multipla (WIGHT et al., 2012); modulagdo da artrite inflamatéria através da
supressao seletiva da chave celular e da resposta humoral, necessarios para o desenvolvimento
da doen¢a (XUZHU et al.,, 2012); inibicdo de maneira dose-dependente da agregagdo
plaquetaria, além de inibicao da sintese de tromboxano B2 e hidroxiheptadecatrionato (HHT)
(PACE-ASCIAK et al., 1995); atividade anti-herpética (CHEN et al., 2012) e também tem sido
reportada a sua atividade quimiopreventiva contra o cancer (SHUKLA; SINGH, 2011).

Bhattacharya, Darjatmoko e Polans (2011) avaliaram os efeitos do RES na migragdo
celular e na invasdo do melanoma. Os resultados sugeriram que o RES pode reduzir as
propriedades de células malignas do melanoma altamente invasivos, por inativagdo da proteina
quinase pelo RES, sendo uma opgao atraente para o tratamento de melanoma.

Kim (2012) avaliou o papel do o6xido nitrico (NO) durante a apoptose induzida pela
capsaicina e pelo RES em células humanas de melanoma A375. Os resultados demonstraram
que estas substancias isoladas ou associadas sdo capazes de inibir o crescimento celular e
promover a apoptose através do aumento da concentragdo de NO nas células A375.

Trapp e colaboradores (2010) verificaram que o RES apresenta efeito anti-angiogénico, o

qual foi mediado pela diminui¢do de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e

s / . . . .
. ///4?/// . ///// I2IHI7 - //// 77 Paglna 27



) J
. ////’/f/.')/i/ . /////}77////%//

aumento da expressdo de trombospondina 1 (TSP1) em co-cultura de células endoteliais de
melanoma.

Van Ginkel e colaboradores (2008) avaliaram a eficicia do RES no tratamento do
melanoma uveal. Os resultados sugeriram que o RES pode inibir o crescimento tumoral e
induzir a apoptose através da via intrinseca mitocondrial. Além disso, os pesquisadores
sugeriram que aumentando a biodisponibilidade do RES, sua poténcia poderia ser aumentada,
promovendo a regressao do tumor.

Kim e colaboradores (2008) observaram que o tratamento com agentes despigmentantes,
como, por exemplo, o RES, aumenta a expressdao de NDRG2 em células de melanoma B16F10.
Como a expressdo de NDRG?2 foi aumentada como consequéncia do tratamento com o RES, a
atividade da enzima tirosinase foi diminuida, em aproximadamente 30 a 45%. Esses resultados
suportam a hipdtese de que a expressao de NDRG2 atua como um regulador negativo da
melanogénese. Estudos ainda demonstram a a¢do do RES na downregulation da proteina MITF
(CHANG, 2012).

Embora existam varios estudos demonstrando os beneficios do RES para o tratamento do
melanoma, outros deles demonstram a baixa biodisponibilidade dessa substancia via oral em
humanos.

Walle e colaboradores (2004) avaliaram a absor¢do, biodisponibilidade e metabolismo de
RES marcado com o carbono 14 (RES-C14) ap6s a administragdo oral e intravenosa em 6
voluntarios. A absorcdo apos a administracdo oral de 25 mg de RES foi de 70%, com pico
plasmatico do RES e de seus metabolitos de 491 + 90 ng/ml (aproximadamente 2uM) e a meia-
vida plasmatica de 9,2 + 0,6 horas. No entanto, pequena concentracao de RES inalterado (< 5
ng/ml) foi detectada no plasma. A maior parte da dose administrada de RES foi recuperada na

urina, sendo identificadas 3 vias vmetabodlicas do RES, produzindo sulfato e 4cido glucurdnico
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conjugado de grupos fendlicos e hidrogenagdo de ligagcdo dupla alifatica, esta provavelmente
produzida pela microflora intestinal. A rapida conjugacdo de sulfato pelo intestino e figado
aparentemente ¢ o limitador da biodisponibilidade do RES (WALLE et al., 2004).

Um estudo desenvolvido também por Walle (2011) demonstrou que a absor¢ao oral do
RES estd em aproximadamente 75%. O extenso metabolismo no intestino e no figado resulta
em uma biodisponibilidade oral muito menor do que 1% (WALLE, 2011).

O problema da rapida metabolizagao do RES e o impacto para o tratamento do melanoma
foi facilmente demonstrado em estudos conduzidos por Niles et al. (2003; 2006). Em um dos
estudos, o RES induzia a apoptose de células de melanoma in vitro. Porém, ao administra-lo
oralmente em ratos, os autores ndo observaram o efeito no combate ao melanoma, verificando

que ele havia sido rapidamente metabolizado apds a sua administragao.

2.3 Sistemas de liberacao de farmaco para a administracio topica do trans-resveratrol
Uma alternativa para contornar a baixa biodisponibilidade e a rapida metabolizacdo do
RES poderia ser a sua administragdo cutanea, a fim de localiza-lo no seu sitio de a¢do, como
sugerem AZIZ et al. (2005), que verificaram que a administragdo cutdnea do RES parece ser
promissora na inibicao da incidéncia do tumor e retardo do inicio da tumorgénese. No entanto,
algumas de suas propriedades fisico-quimicas, como limitada solubilidade aquosa e,
principalmente, sua alta capacidade de interagir com espécies reativas de oxigénio, dificultam
sua eficiéncia terapéutica topica, uma vez que possui baixa penetragdo na pele. Tal fato foi
confirmado por Zhang et al. (2007), que mencionam que o RES pode se tornar susceptivel a

reagir com espécies reativas de oxigénio, diminuindo sua eficacia quando exposto a calor e luz.

s / . . . .
. ///4?/// . ///// I2IHI7 - //// 77 Paglna 29



. ///fw.;/;/ . //Jﬁ//// ////////

Porém, poucos estudos foram realizados a fim de demonstrar os beneficios da incorporagdo
de RES em sistemas de liberagao modificada para a administragdo topica de RES.

Estudo conduzido por Ansari e colaboradores (2011) teve como objetivo aumentar a
solubilidade, a estabilidade e a permeagdao do RES através da complexacdo com nanoesponjas
baseadas em ciclodextrinas. Os resultados demonstraram que a formulacdo de nanoesponja
contendo RES foi promissora para a aplicacao topica do RES.

Scognamiglio e colaboradores (2013) prepararam e caracterizaram diferentes vesiculas
para a aplicacdo topica do RES. Em particular, foram preparadas transfersomas e vesiculas
contendo etanol encapsulando RES. Além disso, os pesquisadores investigaram o efeito do
RES, isolado ou encapsulado nos nanocarreadores, na geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e na peroxida¢do lipidica e, também, avaliou a acumulacdo de RES na derme e a sua
permeacdo através da pele. Os resultados demonstraram que nos dois sistemas houve efeito
protetor, reduzindo a formacdo de ERO, bem como na formagdo de peroxidacao lipidica. Mas,
apenas a vesicula contendo etanol foi capaz de promover a passagem do RES através da pele.
Assim, esse estudo contribui para o entendimento do efeito da formulacdo na permeagdo
cutaneo de RES.

A absor¢do percutdinea do RES em lipossoma, feito com fosfatidilcolina de soja, e
niossomas, preparados com monoglicerideo e diglicerideos, foram investigadas por Pando e
colaboradores (2013). Os resultados demonstraram que houve alta acumulagdo cutinea e baixa
liberagdo transdérmica do RES, especialmente quando utilizado a formulagdo de niossoma
formulado com monoglicerideo. Assim, os pesquisadores concluiram que os niossomas
apresentaram melhor comportamento na entrega cutanea do RES quando comparado com os

lipossomas.
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A liberacdo mediada pelas nanoparticulas lipidicas sdlidas pode ser uma ferramenta
auxiliar no aumento da biodisponibilidade do RES, objetivando verificar sua a¢do antitumoral.
Em um estudo publicado por Teskac e Kristl (2010) demonstraram que NLS contendo RES
podem atravessar a membrana celular dos queratindcitos, aumentando o tempo de exposi¢ao
das células a esta substancia.

Carlotti e colaboradores (2012) encapsularem o RES em nanoparticulas com a finalidade
de melhorar a sua estabilidade, em relacdo a sua isomerizagdo, bem como aos fatores limitantes
para a aplicacdo topica. Os resultados demonstraram que o RES nanoencapsulado, quando
comparado com o RES livre, reduziu a taxa de fotodegradacdo do RES. Embora o uptake
celular do RES nanoencapsulado tenha sido igual ao RES livre, o RES nanoencapsulado
promoveu maior atividade anti-lipoperoxidativa quando comparado com o RES livre.

Diante dos trabalhos recentemente publicados, os resultados apresentados mostram-se
promissores ¢ justificam a continuidade dos estudos com sistemas de liberagdo modificada para

veicularem o RES, como as NLS, para a aplicacdo topica.

2.3.1 Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (NLS)

Recentemente, hd cada vez mais evidéncias que o desenvolvimento de novos farmacos
isoladamente ndo ¢ suficiente para assegurar o progresso na farmacoterapia. Dados
experimentais promissores in Vitro sdo frequentemente seguidos por resultados decepcionantes
in vivo. Muitas s3o as razdes, pelas quais ha falta de sucesso na terapia, dentre elas: baixa
concentragdo do fairmaco devido a baixa absor¢do, rdpida metaboliza¢do e eliminagdo (como,
por exemplo, o RES), além da distribuicdo do farmaco em outros tecidos associada a alta
toxicidade (como, por exemplo, os fArmacos anticancer); a baixa solubilidade do fAirmaco e alta

flutuag@o dos niveis plasmaticos devido a biodisponibilidade imprevisivel ap6s administragdo
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oral, incluindo a influéncia de alimentagdo no trato gastrointestinal. Uma estratégia promissora
para tentar solucionar estes problemas envolve o desenvolvimento de sistemas de liberagao de
farmaco adequados, dentre eles as nanoparticulas lipidicas sélidas (MEHNERT; MADER,
2012).

Em 1996, Miiller e Lucks introduziram o termo nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) ao
patentearem um método de producio de NLS por homogeneizagdo a alta pressdio (MULLER;
LUCKS, 1996). As nanoparticulas sao definidas segundo o FDA como qualquer material com
dimensdes menores entre 1 a 100 nm ou produtos finais com dimensdes de at¢ 1 pum que
exibam propriedades ou fendmenos, incluindo propriedades fisicas ou quimicas ou efeito
bioldgico (DOWLING et al., 2004; JAIN et al., 2006; HOWARD et al., 2006; APOPA et al.,
2009; AUFFAN et al., 2009; FDA, 2012). As NLS sio nanoparticulas lipidicas de primeira
geracdo, as quais sdo obtidas utilizando apenas lipidios so6lidos a temperatura ambiente
(MULLER et al., 2007).

Modificacdes das NLSs realizadas posteriormente resultaram nos chamados carreadores
lipidicos nanoestruturados (CLNs), que representam atualmente uma segunda geragdo de
nanocarreadores lipidicos (MULLER et al., 2007). Os dois tipos sdo baseados em lipideos
solidos. Entretanto, podem ser distinguidos pelas estruturas internas. As NLSs apresentam
lipideos solidos puros e os CLNs sdo constituidos por uma porcentagem adicional de lipideo
liquido, causando imperfeicdes na rede cristalina, conforme demonstrado na Figura 2

(MEHNERT; MADER, 2001; SOUTO et al., 2007).
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imperfection
("holes" in lattice)

Figura 2. Imagem demonstrando a organizacao da matriz de NLS (esquerda) e as imperfeigoes
da organizacao da matriz da particula (direita) — CLN, distorcendo a formac¢ao de um cristal

perfeito (MULLER et al., 2007).

As NLSs representam uma alternativa aos sistemas de liberagdo coloidais tradicionais,
como, por exemplo, as emulsdes, lipossomas e as micro e nanoparticulas poliméricas. As NLSs
combinam a vantagem dos sistemas tradicionais, mas sem apresentar algumas maiores
desvantagens, como, por exemplo, liberagdo ndo sustentada de ativos, dificuldade em
solubilizar ativos lipofilicos, baixa estabilidade fisica e quimica de moléculas labeis, alta
incidéncia de efeitos colaterais, entre outras (MULLER; MADER; GOHLA, 2000;
MARCATO, 2009).

Houve um aumento nos grupos de pesquisas trabalhando com as NLSs nos ultimos anos.
Inicialmente, as pesquisas com NLSs focavam estudos exclusivamente para aplicagdes
farmacéuticas para a administragdo oral e parenteral. Na Ultima década, as NLSs foram
introduzidas em formulagdes para administracdo cutidnea. Porém, muitos estudos ainda
precisam ser realizados para esclarecer as razdes como as NLSs podem modificar a permeagao
cutanea dos farmacos e como o lipidio interage com o estrato cérneo (MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002).

Existem inumeros beneficios na utilizacdo das NLSs em formulacdes para a aplicagdo
cutdnea, pois normalmente as NLSs sdo formuladas utilizando lipideo ndo irritativo e ndo

toxico, sendo bem tolerado na pele lesada e inflamada (MULLER et al., 1996). Além disso,
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farmacos que sdo irritativos, como, por exemplo, a tretinoina, tornam-se menos irritantes se
aplicados em NLS (JENNING et al., 2000). Outro aspecto benéfico no uso de NLSs sdo as suas
propriedades favoraveis, como, por exemplo, o seu efeito oclusivo devido a formacao de um
filme na superficie cutanea, diminuindo a perda transepidermal de agua (TEWL), o que
promove melhora na aparéncia da pele, além de favorecer a penetragdo cutanea de farmacos,

conforme demonstrado na Figura 3 (DE VRINGER; DE RONDE, 1995).

H,0 H0 H)0 H,O H,0 H0
f ?

Nanoparticulas )@@@.@ %..@( ¥ Microparticulas
Pele ' ,']‘-I: .,,[,“; Pele

A
Poros imeypanéculas menores Poros interparticulas maiores
{maior hidratagio) (menor hidratagio)

Figura 3. Efeito das nanoparticulas e das microparticulas sobre a hidratacao cutanea (SOUTO;

MULLER; ALEMIEDA, 2007).

A maior taxa de permeacdo dos fadrmacos pode ser observada com o aumento da
capacidade de hidratacdo da pele. Além disso, a presenca de lipidios nas NLSs pode apresentar
uma acdo afinidade pelo estrato cérneo, promovendo assim maior facilidade do fairmaco em
atravessar a barreira cutanea. Essas duas propriedades podem aumentar o poder de permeagdo
dos farmacos encapsulados em NLS (LEE; TOJO, 1998).

A permeacdo de particulas através da pele pode ocorrer por trés diferentes vias: a via
transcelular, intercelular e apéndice. Por meio da via transcelular o firmaco passa pelas
estruturas lipidicas do estrato cérneo (membrana celular) e pelo citoplasma dos queratinécitos,
encontrando estruturas lipofilicas e hidrofilicas. A via mais comum de permeagdo ¢ a via

intercelular, em que o firmaco passa pela matriz extracelular, de caracteristica
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predominantemente hidrofilica (TROMMER; NEUBERT, 2006). Na via apéndice, o farmaco
passa através dos foliculos capilares e glandulas sudoriparas (Figura 4). Ambas as vias,
transcelular, intercelular e apéndices, apresentam interagdes consideraveis com as formulagdes
nanoparticuladas (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004; LADEMANN et al., 2007; CROSERA et

al., 2009).

Vias de Permeagiio Asemaite e vias &6
Folicular peh estrato cdemen

Intracelular  Intercelular

Formulagao

Estrato
Commeo |
10 um

N Colalas de Langerbams
- Coalalax deadnticar dermicax

Mefanscitos

i Desmossonos

Figura 4. Ilustragdo das trés diferentes vias de penetragdo: intracelular, intercelular e folicular.
No canto superior direito o aumento do estrato corneo, mostrando o caminho intracelular e

intercelular (BOLZINGER et al.,2012).

Sabe-se que as NLSs podem aumentar a permeacgdo cutdnea de farmacos, mas os
mecanismos pelos quais ocorre esse processo ainda nao estdo bem esclarecidos. A interacao das
NLS com a pele depende tanto das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas, como, por
exemplo, o tamanho, carga superficial, propriedades das matérias-primas utilizadas, eficiéncia
de encapsulacao, lamelaridade e o modo de aplicagcdo. Entretanto, existem vdrias evidéncias

demostrando que independente da matéria-prima utilizada, a principal via utilizada pelas NLS
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na permeacao cutinea se da pela via apéndice. Entretanto, este aumento na absor¢ao pela pele
pode ser decorrente o efeito oclusivo das NLSs (SOUTO; ALMEIDA; MULLER, 2007;
DESAIL PATLOLLA; SINGH, 2010).

Schlupp e colaboradores (2011) demonstraram que as NLSs influenciam a permeagao
cutanea através de mecanismos intrinsecos, associada a interagdes especificas entre o complexo
carreador do farmaco e a superficie cutanea, os quais se tornam possiveis pela natureza lipidica
e o tamanho nanométrico do carreador. Além disso, as NLSs nao s6 sdo capazes de melhorar a
permeagao cutanea de farmacos, mas também podem ser interessantes em casos especificos
onde haja o objetivo de influenciar a desestruturacao epidérmica.

A aplicacdo topica de quimioterapicos e NLS pode ser utilizada como uma alternativa a
reducdo da toxicidade sistémica para o tratamento de canceres de pele. Um estudo publicado
por Taveira e colaboradores (2012) teve como objetivo desenvolver nanoparticulas lipidicas
solidas cationicas contendo doxorubicina, um potente farmaco anticancer, além de avaliar as
influéncias dessas particulas na citotoxicidade do farmaco e a captacao celular em células de
melanona de murino B16F10. Os resultados demonstraram que a encapsulagdo de doxorubicina
aumentou de maneira significativa a citotoxicidade da doxorubicina em relagdo ao controle das
células cancerosas, indicando um potencial dessas nanoparticulas na terapia do cancer cutaneo.

Wang e colaboradores (2009) desenvolveram e caracterizaram sistemas nanoparticulados
lipidicos para ag@o transdérmica de buprenofina. As NLSs propiciaram maior permeagdo do
farmaco, quando comparado com os carreadores lipidicos nanoestruturados e as emulsdes
lipidicas. As NLSs produzidas com fosfatidilcolina de soja como tensoativo mostraram maior
liberacdo do farmaco quando comparado com as NLSs que utilizaram monoglicerideo de acido

palmitico.
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Bhalekar e colaboradores (2009) conduziram um estudo que tinha como objetivo preparar
NLS com nitrato de miconazol e verificar sua liberagao topica. Os resultados demonstraram
que o nitrato de miconazol em NLS apresentou aumento significativo na captagdo acumulativa
da pele, mostrando aumento da permeagdo na camada alvo (BHALEKAR et al., 2009).

De maneira geral, as publicagdes verificadas obtiveram resultados promissores que
justificam a continuidade de estudos que evidenciem a liberagdo modificada do RES, como
NLS, objetivando aumentar sua biodisponibilidade e diminuir sua dose administrada. Logo, sua
utilizagdo em NLS para aplicagdo topica pode ser extremamente vidvel, a fim de localizé-lo no

seu sitio de acao.
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III. OBJETIVOS

Desenvolver NLS como sistema de liberagdo modificada para o RES, de forma a otimizar
a sua utiliza¢@o na terapia topica antitumoral. Este projeto visou o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico na Area de Farmacos e Medicamentos e propds-se a:
Desenvolver NLS para a incorporagdo de RES;
Caracterizar fisico-quimicamente os sistemas obtidos, através da determinag¢do de didmetro
médio, potencial zeta e calorimetria diferencial exploratoria;
Avaliar a morfologia das NLS através de microscopia eletronica de varredura de efeito de
campo (MEV-FEG);
Validar o método de doseamento de RES por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE);
Analisar a eficiéncia de encapsulagdo do RES nas NLS;
Realizar ensaios de liberacao in vitro utilizando membranas de acetato de celulose;
Realizar estudos de reteng@o e permeagéo in vitro empregando peles de orelha de porco.

Verificar a agdo despigmentante in vitro usando ensaio da reagdo enzimatica da tirosinase.
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IV. MATERIAL & METODOS

4.1 Material

4.1.1 Solucgdes e reagentes

1. A substancia quimica de referéncia (SQR) € o trans-resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxi-trans-

estilbeno), 99% de pureza (Sigma-Aldrich, USA).

a. Agua Milli-Q);
b. Acido estearico (Via Farma, Brasil);
c. Estearato de polioxietileno (40) (Sigma-Aldrich, USA);
d. Fosfatidilcolina de soja (Epikuron® 200, Lucas Meyer, Alemanha);
e. Poloxamer 407 (Pluronic® F127, Sigma-Aldrich, USA);
f. Metilparabeno (Nipagin® M, PharmaSpecial, Brasil);
g. Propilparabeno (Nipasol® M, PharmaSpecial, Brasil);
h. Trans-resveratrol (Regu® Fade, Sarfam, Brasil).
2. Andlise do didmetro médio e do potencial zeta:
a. Agua (Milli-Q)
b. Solugao de cloreto de potéssio (0,1%).
3. Validagao da metodologia analitica:
a. Acetonitrila grau CLAE (J.T. Baker, USA);
b. Metanol grau CLAE (J.T. Baker, USA);
c. Acido acético glacial (J.T. Baker, USA)
d. Agua (Milli-Q).
4. Ensaios de liberagao, permeagao e retencao:
a. Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich, USA);
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b. Metanol grau CLAE (J.T. Baker, USA);
c. Fita adesiva 750 transparente Scotch® (3M Brasil).
5. Para o ensaio despigmentante in vitro, usou-se:
a. L-tirosina (Sigma-Aldrich, USA);
b. Tirosinase, liofilizado de cogumelo (Sigma-Aldrich, USA).

4.1.2 Equipamentos

1. Para o preparo das formulagdes utilizou-se:
a. Balanca analitica, METTLER, modelo H10;
b. Balanca semi-analitica, Micronal B160;
c. Agitador magnético com aquecimento Fisatom, modelo 752A-2;
d. Ultra-Turrax T25, USA;
e. Homogeneizador de alta pressdao (Nano DeBEE - BEE International);

f.Branson Sonifier 250 (Branson Ultrasonics Corporation,USA);

g. Spectrafuge™ 16 M Microcentrifuga (Labnet, USA).
2. Para a analise do tamanho de particulas e potencial zeta:
a. Equipamento para avaliar o espalhamento de luz dindmico (DLS, Zetasizer

Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK) - fonte de laser He-Ne 4,0 mW, 633nm.
3. Para a analise microscopicas das particulas:
a. Field emission scanning electron microscope (FEG-MEV) (JEOL, modelo JSM-
7500F);
b. Para o recobrimentos das amostras utlizou-se equipamento Bal-Tec, modelo

Sputter-Coater SCD 050.
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4. Para a andlise de calorimetria diferencial exploratéria (DSC):
a. Equipamento DSC modulo Q10 da TA Instruments.
5. Para o desenvolvimento da metodologia analitica:
a. Cromatografo de Alta Eficiéncia Waters® Alliance, modelo 2695, equipado com

detector UV-Vis Photodiodearray, modelo 2996;

b. Coluna C18 Luna (250 mm x 4,6mm [.D. Sum; Phenomenex, Torrance, EUA);
c. Bomba de vacuo;
d. Ultrassom Unique.
6. Para o ensaio de liberagao, permeagao e retengao:
a. Permeador Microette Plus™ (Hanson Research, USA);
b. Amostrador Auto Multi Fill™ (Hanson Research, USA);
c. Vortex Phoenix® AT56 (Phoenix, Brasil);
d. Ultrassom Ultrasonic Cleaner Unique Modelo USC 2800A (Unique Ind.,
Brasil);
e. Centrifuga Sorvall® TC6 (Sorvall, Brasil).
7. Para o ensaio despigmentante in vitro, usou-se:
a. Leitora elisa placa Robonik®, readwell plate (Robonik, india).
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4.2. Métodos

4.2.1. Desenvolvimento das NLS

Para o desenvolvimento das formulagdes contendo nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS)
foram testadas varias metodologias. Inicialmente, foram desenvolvidas formulagdes contendo
3% de material graxo (acido estedrico) e 1,5% de tensoativo (fosfatidilcolina de soja +
poloxamer 407), sendo que a concentragdo de material graxo foi fixa para todas as formulagdes,
variando-se apenas as concentragdes de tensoativo. Para o preparo da pré-emulsdo, a fase
lipidica composta por acido estedrico associado ou nao de fosfatidilcolina foi fundida a
aproximadamente 5 — 10°C acima do ponto de fusdo do lipidio e dispersa em uma solucio
aquosa, contendo poloxamer 407 (Pluronic® F127) em diferentes concentracdes e os
conservantes microbiologicos metilparabeno (0,18%) e propilparabeno (0,02%). Esse processo
de obten¢do das NLSs foi semelhante para todas as formulacdes testadas e para todas as
metodologias utilizadas.

Primeiramente havia sido proposto o desenvolvimento das NLSs utilizando a metodologia
adaptada descrita por Pardeike, Hommoss & Miiller (2009), na qual a pré-emulsdao formada foi
dispersa em Ultra Turrax a 8.000 rpm, durante 10min. Depois de homogeneizada, para a
reducdo do tamanho das particulas, a pré-emulsdo foi levada ao homogeneizador de alta
pressdo, 3 ciclos e pressdao de 500 bar. Em seguida, esta dispersdo foi resfriada a temperatura
ambiente. Essa metodologia foi testada, porém ndo se apresentou adequada, uma vez que a
fosfatidilcolina de soja permanecia aderida na haste dispersora do Ultra Turrax. Assim, foram
desenvolvidas outras metodologias, dentre elas:

Testou-se a utilizagdo de 3 outros métodos:
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l. Sonicag¢do: A pré-emulsdo formada foi sonicada durante 20 minutos, utilizando
amplitude de 47% (500W de poténcia), conforme demonstrado na Figura 5.

2. Homogeneizador de alta pressao: A pré-emulsdo formada foi levada ao equipamento
de alta pressao (Nano DeBEE - BEE International, Inc.), aplicando 15000 psi, em 10 ciclos de
homogeneizagao, conforme demonstrado na Figura 5.

3. Sonicacio seguida de utilizacio do homogeneizador de alta pressdao: A pré-emulsio
formada foi sonicada durante 20 minutos, utilizando amplitude de 47% (500W de poténcia), ao
final as amostras foram levadas ao equipamento de alta pressio (Nano DeBEE - BEE
International, Inc.) e foram homogeneizadas, aplicando 15000 psi, em 10 ciclos de

homogeneizagdo, conforme demonstrado na Figura 5.

1
“~— “—3 . . .
' | Sonicagao durante 20 min., amplitude
m 47%, 500 W de poténcia.
Fase aquosa l Fase olecsa
2)
b Amostras homogeneizadas,
aplicando 15000 psi, em 10 ciclos
Aquecidas a~70°C
Verte-se fase aquosa na oleosa -
Agitacdo até homogeneizacio
3)

| Mano DeREE

Sonicacao durante 20 min., amplitude Amostras homogeneizadas,
47%, 500 W de poténcia. aplicando 15000 psi, em 10 ciclos

Figura 5. Imagem ilustrativa da metodologia utilizada para o preparo da pré-emulsdo, bem

como das metodologias inicialmente testadas.
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Posteriormente, foram preparadas NLSs empregando metodologia adaptada descrita por
Lim e colaboradores (2004) ¢ Mehnert ¢ Méader (2001), a qual utiliza a sonicagdo. As
formulagdes desenvolvidas foram compostas por 5,0% de material graxo (4cido estearico ou
estearato polioxietileno [40]), associado ou ndo de 1,2% de fosfatidilcolina de soja e fase
aquosa constituida de 3,5% de poloxamer 407; 0,18% de metilparabeno e 0,02% de
propilparabeno. Para o preparo da pré-emulsao, a fase aquosa foi aquecida, a aproximadamente
70 °C, e vertida sobre o material graxo, aquecida a mesma temperatura. A mistura foi agitada,
mantendo o aquecimento, utilizando agitador magnético durante 1 minuto. Em seguida, a pré-
emulsdo formada foi sonicada durante 20 minutos (amplitude 47% e 5S00W de poténcia), sendo
as amostras mantidas em banho de gelo, pois testes preliminares demonstraram que o banho de
gelo promoveu a formacgao de particulas com didmetro e indice de polidispersidade menores do
que quando utilizado banho de 4gua a temperatura ambiente. Esse processo de obtencdo das
NLSs foi semelhante para todas as formulacdes testadas.

Com o objetivo de eliminar o titdnio que pode ser desprendido no processo de sonicagdo,
as formulagdes foram centrifugadas a 5000 rpm, durante 10 minutos (AGAYAN et al., 2004).

A incorporacdo de RES foi feita na fase lipidica utilizando a mesma abordagem
experimental utilizada na preparagdo de NLSs livres de farmaco. Incorporou-se 0,1% do

farmaco no sistema (DETONI et al., 2012).

4.2.2 Caracterizacao Fisico-Quimica das Nanoparticulas

4.2.2.1 Determinacao do diAmetro médio das NLSs

A determinacdo do didmetro médio das nanoparticulas foi realizada pela técnica de

espectroscopia de correlagdo de fotons, também conhecida como espalhamento de luz dindmico
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(DLS), empregando equipamento Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments, Malvern, UK).
Este ¢ particularmente sensivel para determinar pequenas mudangas no diametro médio, tais
como aquelas decorrentes das camadas adsorvidas na superficie da particula ou pequenas
variacoes no processo de manufatura. Quando um feixe de luz passa através de uma dispersao
coloidal, as particulas ou gotas espalham a luz em todas as dire¢des. E possivel, entdo, observar
flutuagdes tempo-dependentes na intensidade do espalhamento através de um detector que
processa os dados e envia a um computador. Calcula-se o raio hidrodindmico das particulas
coloidais de acordo com a equagdo de Einstein-Stokes (equagdo 1), realizada através do

software incluido no sistema:

D= _KT (Equacao 1)
67'"]Rh
sendo: D = coeficiente de difusdo das particulas; K = constante de Boltzmann (1,3807 x 1072’
NmK™); T = temperatura absoluta (293, 15 K); © = 3,141592; n = viscosidade (1,002 x 107

NM’Z); R}, = raio hidrodinamico.

As dispersdes de nanoparticulas foram diluidas em agua ultra-purificada (10 pL/mL) e
mantidas em frascos de cintilagdo isentos de poeira. Os frascos foram colocados na camara de
analise, de modo que feixes pudessem atravessar a dispersdo em toda a sua extensdo. As
condi¢des de ensaio foram: angulo de espalhamento: 90°; temperatura: 25° C; comprimento de
onda do laser: 633 nm; indice de refracdo: 1,311. Foram realizadas 3 determinacdes do
diametro médio e do indice de polidispersidade, sendo calculados a média e o desvio padrao.
As andlises foram feitas nos tempos 24 horas, 15, 30, 45 e 60 dias apds o preparo das

formulacdes, no Departamento de Processos Biotecnologicos, da Universidade Estadual de
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Campinas (Unicamp), em colaboracdo com a Profa. Dra. Maria Helena Andrade Santana. As
formulacdes foram mantidas armazenadas em geladeira (4 + 2 °C) durante todo o periodo de

analise.

4.2.2.2 Analise do potencial Zeta

O potencial zeta das NLS foi mensurado em agua purificada, ajustando a condutividade
(50 uS/cm) com solucdo de cloreto de potassio (0,1%). O potencial zeta foi determinado a
partir da mobilidade eletroforética, utilizando equipamento Zetasizer Nano NS, Malvern
Instruments, Malvern, UK, sendo as analises feitas nos tempos 24 horas, 15, 30, 45 ¢ 60 dias
apos o preparo das formulagdes. As formulacdes foram mantidas armazenadas em geladeira (4
+ 2 °C) durante todo o periodo de andlise. As amostras foram previamente diluidas (10 pL/mL)
com solu¢do aquosa de KCI para manter uma constante de forca idnica durante a andlise. As
amostras foram colocadas na célula eletroforética e foram realizadas, para cada amostra, 3

determinagdes do potencial de superficie, calculando-se a média e o desvio padrao.

4.2.2.3 Analise microscopica

A determinacdo da morfologia das NLSs foi realizada por microscopia eletronica de
varredura empregando microscopio eletronico de varredura de efeito de campo (MEV-FEQ)
(JEOL JSM-7500F). Aplicou-se uma gota das mesmas em um substrato de silicio. Apds,
aguardou-se a secagem durante aproximadamente 12 horas em um dessecador sob vacuo. Apds
as 12h, retirou-se o substrato contendo a amostra e realizou-se o recobrimento com carbono, no
Sputter Coater SCD 050, visando criar uma camada condutora na superficie da amostra.

Posteriormente, fotomicrografias foram obtidas utilizando feixe de elétrons de 10 e 20 kV.
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4.2.2.4 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

As medidas de calorimetria diferencial exploratéria (DSC) foram realizadas utilizando
calorimetro diferencial de varredura (DSC), DSC Q10, TA Instruments, acoplado a um moédulo
de resfriamento por N,. As formulagdes de nanoparticulas foram liofilizadas. Para as analises,
uma aliquota de 5 mg de cada componente analisado ou das formulagdes ou das misturas
fisicas dos componentes utilizados no preparo das formulagdes, foram adicionadas em cadinho
de aluminio selado. As amostras foram aquecidas de -50 a 270 °C, numa razao de 10°C/min, e
as curvas de DSC foram obtidas utilizando atmosfera de N»(g) num fluxo de 50 mL/min.

Convencionalmente adotou-se como exotérmico a disposicdo dos picos indicados no
sentido ascendente e, consequentemente, os picos com disposicdo descendentes adotou-se
como endotérmicos. Neste estudo, a investigacdo do comportamento térmico das amostras
obedeceu o seguinte procedimento: aquecimento entre -50 °C a 270 °C, seguido de
resfriamento até -50 °C e posterior reaquecimento até 270 °C.

As amostras analisadas por DSC foram as matérias-primas acido estedrico, estearato de
polioxietileno (40), poloxamer 407, fosfatidilcolina de soja, metilparabeno, propilparabeno e
trans-resveratrol, bem como as formulagdes desenvolvidas F1 a F4 (sem substancia ativa) e
F1.RES a F4.RES (acrescidas de 0,1% de RES).

As andlises de DSC foram realizadas no Instituto de Quimica, no Departamento de

Quimica Analitica, em colaboracdo com o Prof. Dr. Massao Ionashiro.
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4.2.3 Validaciao de metodologia analitica para quantificacio de RES por CLAE

A validacdo da metodologia analitica para a quantificagdo de RES por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada utilizando o equipamento Waters® Alliance,
modelo 2695, equipado com detector UV-Vis Photodiode Array 2996. Para determinar o
melhor comprimento de onda de absor¢ao do RES, inicialmente fez-se uma varredura entre
280-350 nm. Apds, o comprimento de onda do detector foi fixado em 306,6 nm ¢ a area do pico
foi analisada automaticamente. Os experimentos foram conduzidos em fase reversa usando uma
coluna C18 Luna (250 mm x 4,6mm L.D. Sum; Phenomenex, EUA), com injetor automatico,
mantida a 24 + 1 °C. A fase movel foi eluida por modo de gradiente em um fluxo de 1 mL/min,
sendo composta entre 0 e 3,5 min por 4gua: acetonitrila (75:25, v/v); de 3,6 e 5,8 min por agua:
metanol: acetonitrila (32,5:30:37,5; v/v) e 5,9 e 10 min por agua: acetonitrila (75:25, v/v). O
método foi validado de acordo com os parametros estabelecidos pela Conferéncia Internacional
de Harmonizagdo (ICH, 2005) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003),
dentre eles: linearidade, precisdao, especificidade, exatiddao, limite de deteccdo e limite de

quantificagdo, precisdo e robustez.

4.2.3.1 Linearidade

Foram construidas trés curvas analiticas com solucoes de RES em acetonitrila em
diferentes concentragdes (1 — 100 pg/mL). As solugdes foram injetadas no cromatdgrafo. A
curva de concentracdo do RES em fung¢do da area de pico foi construida e a linearidade do
método na faixa de concentracao testada foi avaliada pela analise da regressao linear (NEMEN;

LEMOS-SENNA, 2011).
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4.2.3.2 Precisao

A precisao foi avaliada através de ensaios de precisdo instrumental, repetibilidade e
precisdo intermedidria. No ensaio de precisdo instrumental, foram feitas 3 injecdes
consecutivas da solucdo padrao de RES em 3 diferentes concentragdes. Foram calculados a
média, o desvio padrao (DP) e o desvio padrao relativo (DPR). A repetibilidade foi avaliada
através da analise de 3 injeg¢des consecutivas da solucdo padrao de RES em 3 diferentes
concentracdes em um mesmo dia. A precisao intermediaria, por sua vez, foi determinada pela
analise de 3 inje¢des consecutivas da solucao padrao de RES em 3 diferentes concentracdes em

trés dias distintos (BRASIL, 2003).

4.2.3.3 Exatidao

A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Ela deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinagdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, 3 (trés)
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo ¢ expressa pela
relagdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo teodrica

correspondente, sendo calculada pela Equagao 2 (BRASIL, 2003).

Exatidao = (CME/CT) x 100 (Equacao 2)

em que CME = Concentracdo média experimental; CT = Concentragao teorica.
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4.2.3.4 Limite de deteccio e limite de quantificacao

Os limites de detec¢dao (LD) e quantificagao (LQ) foram calculados utilizando valores de
DP e inclinagdao das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ teoricos foram calculados pelas

equagoes 3 e 4, respectivamente (BRASIL, 2003).

LD =(DP x 3,3)/IC (Equacao 3)
LQ=(DP x 10)/IC (Equacao 4)

em que DP = DP do intercepto com o eixo de Y e IC = inclinagdo da curva analitica.

4.2.3.5 Robustez

A robustez ¢ a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagdes
dos parametros analiticos. Indica sua confian¢a durante o uso normal. Para isso, foram
realizados testes de variacao de temperatura da coluna (25, 30 e 35 °C) e do fluxo (0,8; 1,0 e

1,2 mL/min) (BRASIL, 2003).

4.2.4 Quantificacdo do RES presente nas NLSs

Para a quantificacdo do RES foram testadas trés metodologias indiretas para anélise do teor
de RES incorporado as NLSs.
1. Ultracentrifugacio: Por esse método, a andlise foi submetida a um processo de
ultracentrifugacdo e posteriormente analisada por CLAE. As formulacdes foram
centrifugadas a 45.000 g, durante 1 hora, a 4 °C (SUNDARAM et al., 2009).
2. Filtracio em membrana: Para a realizagdo deste teste utilizou-se dispositivos
com membranas de 10.000 NMWL (Millipore, Billerica, USA). Inicialmente, para

minimizar a retengdo do RES na membrana, foi realizado um pré-tratamento utilizando
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uma solu¢do de polisorbato 80 a 5,0% (LEE et al., 2003). Apds, a membrana foi lavada
com agua Milli-Q e aplicou-se uma solucao com quantidade conhecida de RES, sendo
esta centrifugada a 14.000 rpm, durante 15, 30 min e 1 hora, a fim de coletar,
aproximadamente, 100% do RES, mostrando que o RES ndo ficou retido na membrana
(GARDOUTH et al., 2013).
3. Ultrafiltracao: Para este teste, as amostras foram filtradas a vacuo, utilizando
membrana de 30,000 NMWL (Millipore, Billerica, USA). O separado foi analisado por
espectrofotometro a 306 nm (Validacdo da metodologia analitica em Anexo B) (ROBYT;
WHITE, 1990).
As analises foram realizadas em triplicata. Por esses métodos buscou-se determinar a
concentracdo de RES ndo incorporado em NLSs, sendo a concentracdo de RES calculada,
aplicando-se a média dos valores das areas sob a curva de RES na equacdo da reta obtida pelas
curvas analiticas métodos 1 e 2) ou verificando as absorbancias resultantes (método 3),

determinando-se a eficicia da encapsulaciao (EE%) de acordo com a equacao 5:

EE% = quantidade inicial — concentracao analitica x 100 (Equagdo 5)

quantidade inicial

4.2.5 Determinacio do coeficiente de particio O/A do RES

A determinacdo do coeficiente de particdo do RES em octanol/agua foi realizada conforme
metodologia descrita por Mayorga e colaboradores (1996). Em tubos de ensaio foram
adicionados 2 mL de adgua MiliQ e 100,0 mg de RES. Em seguida, foi adicionado 2 ml de

octanol ao tubo e a mistura foi agitada com auxilio do vortex durante 1 minuto e em seguida
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centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm. Apds a centrifugacdo, aliquotas de 100 pL da fase
oleosa e 100 uL da fase aquosa foram coletados e colocados em baldes de 10 mL e o volume
final completado com acetonitrila. Em seguida, as amostras foram analisadas por CLAE. O
coeficiente de particao (Kp) foi calculado como sendo a razao entre a concentracao de RES na

fase oleosa e na fase aquosa.

4.2.6 Estudo de liberacio do RES in vitro

Os experimentos foram realizados utilizando células de difusdao modificadas (células de
Franz) com area de contato com a amostra de 1,77 cm? e volume no compartimento receptor de
7 mL. Uma membrana de acetato de celulose com poro de 0,45 um foi colocada entre o
compartimento doador e receptor da célula de difusdo, conforme demostrado na Figura 6.
Amostras das formulacdes (300 pL) foram colocadas sobre a membrana e o compartimento
receptor foi preenchido com solugao receptora composta por solugao aquosa de polissorbato 80
a 2,0% (m/v), garantindo a condigdo Sink durante todo o ensaio (DETONI et al., 2012). A
solucdo receptora foi agitada e mantida a 32 £ 2 °C por banho circulante a 300 rpm. Seis
células de difusdo foram utilizadas nos experimentos (DETONI et al., 2009). Amostras da
solugdo receptora foram coletadas nos intervalos de 5, 15 e 30 mine 1, 2,4, 6, 8, 12, 16,20 ¢
24 horas para avaliar a cinética de liberacdo, sendo que o mesmo volume da solu¢do receptora
fresca foi reposto. A quantificagdo de RES na solucdo receptora foi realizada por CLAE,

utilizando a curva analitica obtida na valida¢ao do método.
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manbrana

Figura 6. Imagem ilustrativa (Spellglass™) da célula de Franz utilizada para os ensaios de

liberagao e permeagao do RES.

4.2.7 Estudo de permeacio cutinea in vitro do RES em peles de modelo animal

Para o ensaio de permeacao cutanea do RES foram utilizadas as mesmas condigdes de
analise utilizadas no ensaio de liberagcdo. Entretanto ao invés da membrana de acetato de
celulose, foram utilizadas peles de orelhas de porco obtidas em abatedouro e processadas logo
apds o abate do animal. As orelhas foram limpas com &4gua corrente e posteriormente
dessecadas com ajuda de tesoura e bisturi. Vasos sanguineos, gordura e tecidos ndo desejados
foram retirados, sendo que somente a derme e a epiderme foram isoladas. Uma porcdo da pele
foi acondicionada entre o compartimento doador e o receptor da célula de Franz, de forma que
o estrato corneo foi mantido em contato com a formulagao e a derme em contato com a solugao
receptora (PRIMO et al., 2008). Amostras da solugdo receptora foram coletadas nos intervalos
de 5, 15 ¢ 30 minutos ¢ 1, 2, 4, 6, 8 12, 16, 20 e 24 horas e armazenadas a -20 °C. A
quantificagdo de RES na solucdo receptora foi realizada por CLAE, utilizando a curva analitica
obtida na validacdo do método. As peles submetidas ao estudo de permeagdo foram limpas com

algodao embebido em dgua destilada e avaliadas quanto a retengao.
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4.2.8 Avaliacio da retenc¢io cutinea in vitro do RES

A pele de porco exposta a permeagao foi limpa e realizado o tape stripping, no qual 15
fitas adesivas foram coladas na epiderme da pele do animal e removidas, com o objetivo de
retirar a epiderme do animal e quantificar a substancia ativa que ndo permeou a pele. Assim,
essas fitas foram colocadas em tubos de ensaio contendo 5,0 mL de metanol. Os tubos foram
entdo colocados no vortex para a homogeneizagao das amostras durante 2 minutos e colocados
em ultrassom por 30 minutos. As amostras foram filtradas e a quantificacdo de RES foi
realizada por CLAE, utilizando a curva analitica obtida na validagao do método.

Além disso, as peles foram picotadas e adicionadas em tubos de ensaio contendo 5,0 ml de
metanol, os quais foram homogeneizados com auxilio do vortex durante 2 minutos e entdo
triturados com a ajuda de Turrax. Este homogenado foi levado ao ultrassom durante 30
minutos, agitado em agitador de tubos e centrifugado durante 7 minutos a 3000 rpm. O
sobrenadante foi filtrado utilizando membrana com poros de 0,45 um (ROSA et al., 2003). A
quantificagdo de RES foi realizada por CLAE, utilizando a curva analitica obtida na validagdo

do método.

4.2.9 Avaliacio despigmentante in vitro do RES incorporado em NLS

Foi realizado o ensaio da reagdo enzimatica da tirosinase utilizado por Kobayashi et al.
(1995) e Khanon et al. (2000). Foram utilizadas 2 condi¢des diferentes. Na primeira condigdo
do ensaio, em cada pogo das microplacas, foram adicionados 10,0 uL de solugdo aquosa de
tirosinase (120 U/mL), 70 uL de solugdo tampao pH 6,8 ¢ 70 uL de solugcdo aquosa de tirosina
(0,3 mg/mL). A estes pocos, foram adicionados 60 uL. de dgua (controle) ou 60 puL de NLS sem

farmaco (branco) ou 60 pL de dispersao de NLS-RES ou 60 puL de RES livre ou 60 pL de acido
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kéjico em diferentes concentragdes (5,0 ug/mL; 4,0 pg/mL; 3,0 pg/mL; 2,5 pg/mL; 1,25
pg/mL; 0,625 pg/mL e 0,3125 pg/mL). Dessa forma, teve-se um volume final de 210 pL por
poco. A absorbancia foi medida a 492 nm em leitor espectrofotométrico de microplacas de 96
pocos (Thermoplate) no inicio da reagdo (leitura no tempo zero). As microplacas foram entao
incubadas a 30 £ 1° C, por 120 minutos. Os dados foram registrados em um computador

acoplado ao aparelho. A atividade inibitoria foi obtida de acordo com a equagao 6:

IA (%) = [((C-T0)-(S-T0))/(C-T0)] x 100 (Equacao 6)

sendo: IA = atividade inibitoria; C = absorbancia do controle a 492 nm; S = absorbancia da

amostra; TO = absorbancia no tempo zero.

Para cada amostra foram realizadas 8 medidas. A porcentagem de atividade inibitoria da
enzima tirosinase obtida para NLS sem farmaco (branco), NLS-RES ou RES livre foi
comparada aquelas obtidas pelo acido kojico.

Na segunda condicdo do ensaio, em cada poco das microplacas foram adicionados 10,0
pL de solucdo aquosa de tirosinase (480 U/mL), 70 uL de solugdo tampao pH 6,8 e 70 uL de
solucdo aquosa de tirosina (0,3 mg/mL). A estes pocos foram adicionados 60 pL de agua
(controle) ou 60 pL de acido kojico em diferentes concentragdes (10,0 pg/mL; 5,0 pg/mL; 2,5
pg/mL; 1,25 pg/mL e 0,625 pg/mL). Dessa forma, teve-se um volume final de 210 pL por
poco. A absorbancia foi medida a 492 nm em leitor espectrofotométrico de microplacas de 96
pogos (Thermoplate) no inicio da rea¢do (leitura no tempo zero). As microplacas foram
incubadas a 30 + 1° C, durante 60 minutos. Os dados foram registrados em um computador

acoplado ao aparelho. A atividade inibitoria foi obtida de acordo com a equacgdo descrita
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anteriormente. A concentragdo correspondente a atividade inibitéria de 50% (Alsg) do acido
kojico foi calculada a partir da equagdo da reta, obtida da relagdo porcentagem de atividade

inibitoria pela concentragao.

.....

do RES e NLS-RES usando tirosinase com concentracao de 480 U/mL

Em uma microplaca de 96 pocos foi adicionados 10,0 puL de solucdo aquosa de tirosinase
(480 U/mL), 70 uL de solugdo tampao pH 6,8 e 70 puL de solu¢do aquosa de tirosina (0,3
mg/mL). Posteriormente, foram adicionadas solugdes de NLS sem farmaco (branco), NLS-RES
ou RES livre em diferentes concentragdes (5,0 pg/mL; 10,0 pg/mL; 20,0 ug/mL; 40,0 pg/mL;
80,0 pg/mL). Dessa forma, teve-se um volume final de 210 pL por poco. A absorbancia foi
medida a 492 nm em leitor espectrofotométrico de microplacas de 96 pocos (Thermoplate) no
inicio da reacdo (leitura no tempo zero). As microplacas foram incubadas a 30 = 1° C, durante
60 minutos. Os dados foram registrados em um computador acoplado ao aparelho. A atividade
inibitoria foi obtido de acordo com a equacdo anteriormente descrita e os valores foram

comparados aos obtidos para o 4cido kdjico.

4.2.10 Forma de analise dos resultados

Os resultados obtidos referentes aos ensaios de determinacao do didmetro médio das NLSs,
andlise do potencial zeta, andlise de robustez para a validagdo da metodologia analitica, bem
como os ensaios de liberagdo, permeagdo e retencdo cutanea in vitro, foram submetidos a
andlise estatistica para deteccao de diferencas significativas entre as amostras. Foram realizados

testes com nivel de significancia de 5%, visando determinar o tipo de distribuicdo dos dados

s / . . . .
. ///4}/// . '///// I2IHI7 - //// 77 Paglna 56



. /4//7/#///‘- ///////

amostrais, bem como o grau de homogeneidade. Para isso, os dados foram compilados em
software Origin 12.5, sendo considerados graficos de probabilidade normal, distribuigdes que
seguem, aproximadamente, o padrao de uma linha reta. Com isso, a distribuicdo pode ser
considerada “nao normal”, quando a distribui¢ao dos pontos a direita fica abaixo da linha reta
determinada pelo resto dos pontos (FREUND; SIMON, 2000). A partir da verificacdo da
normalidade, realizou-se a analise de variancia ANOVA, seguidos de Teste de Tukey, para os
dados paramétricos, pois permite a analise de amostras multiplas, e o teste de Kruskal-Wallis,

ou teste H, para os dados nao-paramétricos (ANDRADE, 2008).
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V. RESULTADOS & DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento das NLSs

Os resultados de desenvolvimento e caracterizacdo das NLS obtidas pelo método de
homogeneizacao a alta pressao associada ou ndo a sonicacao estdo descritas no Anexo A. As
NLS obtidas por sonicagdo apresentaram menor didmetro e menor indice de polidispersidade,
sendo selecionadas para o desenvolvimento deste projeto. Foram desenvolvidas 4 formulagdes,

conforme demonstrado na Tabela 1, as quais foram acrescidas ou nao de 0,1% de RES.

Tabela 1. Formulagdes desenvolvidas.

Concentracoes (%)

Acido Estearato poli- Fosfatidilcolina  Poloxamer Metil- Propil- RES Agua

estearico oxietileno 40 de soja 407 parabeno  parabeno Mili Q
F1 5,0 - - 3,5 0,18 0,02 --- gsp*
F2 5,0 - 1,2 3,5 0,18 0,02 --- gsp*
F3 - 5,0 - 3,5 0,18 0,02 --- qsp*
F4 - 5,0 1,2 3,5 0,18 0,02 --- qsp*
F1.RES 5,0 --- - 3,5 0,18 0,02 0,1 qsp*
F2.RES 5,0 --- 1,2 3,5 0,18 0,02 0,1 qsp*
F3.RES - 5,0 - 3,5 0,18 0,02 0,1 gsp*
F4.RES - 5,0 1,2 3,5 0,18 0,02 0,1 gsp*

*qsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.

As formulagdes foram sonicadas durante 20 minutos (500 W e 47% de amplitude)

utilizando banho de gelo durante o preparo e centrifugadas para a remocao do titdnio que pode
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ser desprendido no processo de sonicacdo. Apds, as formulagdes foram caracterizadas e
avaliou-se a estabilidade fisica das mesmas, empregando a determinacao do diametro médio, da
polidispersidade e do potencial zeta, os quais estdo descritos na Figura 7 e Tabela 2, no item

5.2.1 e Tabela 3, no item 5.2.2, respectivamente.

5.2 Caracterizacgao Fisico-Quimica das Nanoparticulas

5.2.1 Determinacao do diametro médio das NLSs

Apos preparadas, as formulagdes foram analisadas quanto ao didmetro médio das
particulas dispersas e a polidispersidade das mesmas. A Tabela 2 descrevem os resultados
referentes as formulagdes desenvolvidas e analisadas apos 24 horas, 15, 30, 45 ¢ 60 dias apos o
preparo. Os resultados foram tratados estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA),
seguida por comparacdes multiplas pelo método de Tukey. O nivel de significancia adotado foi
(p <0,05).

A Figura 8 demonstra a distribui¢do do didmetro médio por intensidade referente as
formulagdes analisadas no tempo T24 horas apds o preparo. A Figura 9 demonstra a
distribui¢do do didmetro médio por intensidade referente as formula¢des analisadas no tempo

de 60 dias ap0s o preparo.
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Figura 7. Média e desvio padrao do didmetro médio (nm) das formulagdes preparadas através

da sonicagao e analisadas 24 horas, T15, T30, T45 e T60 dias ap6s o preparo.
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Simbolos iguais indicam médias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 2. Média e desvio padrio do indice de polidispersidade (PdI) das formulagdes

preparadas através da sonicagdo e analisadas 24 horas, T15, T30, T45 e T60 dias apo6s o

preparo.
Formulagoes T24 horas T15 dias T30 dias T45 dias T60 dias
F1 023+0,01° 023+0,02° 0,21+0,02* 0,22+0,01° 0,20+ 0,01
F2 0,16£0,02°  0,17+0,02° 0,16+0,03° 0,14+0,01° 0,15+0,02°
F3 0,21+0,06° 0,23+0,04%¢ 0,27+0,07¢ 0,37+0,08¢ 0,39 +0,03
F4 0,37 +0,003° 0,32+0,03"  034+0,02" 0,360,017 0,30 +0,04"
F1.RES 0,14+0,02¢6  0,11+0,02¢ 0,12+0,03%  0,16+0,02¢6 0,15+0,01%
F2.RES 0,20+0,02"  0,18+0,01" 0,16+0,02"  0,15+0,01"  0,20+0,01'
F3.RES 026+0,18  0,17+0,12 0,17+0,02"  029+0,08 0,42 %023
F4.RES 0,37 +0,003 044+0,03 039+0,01 042+0,04° 0,39+0,03

Simbolos iguais indicam médias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 8. Distribui¢do do didmetro médio por intensidade das nanoparticulas analisadas no
tempo 24 horas apds o preparo, sendo: A) formulacdo F1; B) formulagio F1.RES; C)
formulacao F2; D) formulagdo F2.RES; E) formulacao F3; F) formulagdo F3.RES; G)
formulagdo F4 e H) formulacdo F4.RES.
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Figura 9. Distribuicdo do diametro médio por intensidade das nanoparticulas analisadas no
tempo 60 dias ap6s o preparo, sendo: A) formulacao F1; B) formulagcdo F1.RES; C) formulagao
F2; D) formulacao F2.RES; E) formulacao F3; F) formulacdo F3.RES; G) formulacao F4 e H)
formulacao F4.RES.

Verificou-se que, em relagdo ao didmetro médio das particulas (Figura 7), as formulacdes
preparadas com estearato de polioxietileno (40) acrescidas ou ndo de RES (F3; F4; F3.RES e
F4.RES) foram as que apresentaram menor diametro médio, quando analisadas 24 horas apos o
preparo.

Todas as formulagdes testadas nao demonstraram estabilidade em relacdo ao diametro
médio (nm) das nanoparticulas formadas, pois sofreram alteracOes estatisticamente
significativas (p<0,05) durante os 60 dias de andlise. O diametro médio (nm) das particulas

demonstrou valores que variaram de 69,80 + 0,12 nm a 412,77 + 3,10 nm para a formulagdo
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F1, 58, 53 £ 0,46 a 333,03 £ 3,99 nm para a formulagdo F2, 9,87 = 3,41 nm a 81,20 = 59,48 nm
para a formulagao F3 e 24, 60 £ 0,15 a 57,47 + 1,50 para a formulacao F4 (Figura 7). Estas
mesmas formulacdes, apds a adicdo de RES (F1.RES, F2.RES, F3.RES e F4.RES),
apresentaram diametro médio de 62,81 £ 0,42 nm a 359,13 + 10,70 nm para a formulagdo
F1.RES, 60,83 + 0,79 nm a 358,60 £+ 4,75 nm para a formulagao F2.RES, 16,48 + 3,17 nm a
140,30 £ 30,12 nm para a formulacao F3.RES e 25,80 + 0,23 nm a 78,07 = 10,79 nm para a
formulacao F4.RES (Figura 7). Embora tenha-se observado alteragdes no didmetro médio das
formulagdes durante o armazenamento, ndo foram observadas alteragdes organolépticas e
macroscopicas nos 60 dias de estudo.

As formulag¢des F1, F2, F2.RES e F1.RES apresentaram aumento de duas vezes no
diametro médio inicial tanto para as formulag¢des sem a adi¢cdo do RES (formulagdes F1 e F2),
quanto para as formulagdes acrescidas de RES (F1.RES e F2.RES), passando de ~200 nm para
~400 nm a formulagdo F1 e ~155 nm para ~350 nm a formulacao F2, FI.RES e F2.RES
(Figura 7).

As formulagdes F3 e F3.RES sofreram variagdes de até nove vezes no diametro médio,
variando entre 9,87 + 3,41 nm a 81,20 + 59,48 nm para a formulagdo F3 e 16,48 + 3,17 nm a
140,30 + 30,12 nm para a formulacao F3.RES (Figura 7).

Para as formulagdes F4 e F4.RES, apos 15 dias, observou-se aumento de duas vezes do
didmetro inicial para a formulag¢ao F4 e de 3 vezes para a formulagao F4.RES, passando de ~25
nm para ~50 nm, para a formulagdo F4 e de ~27 nm para ~75 nm para a formulagdo F4.RES,
conforme demonstrado na Figura 7.

Verificou-se ainda que as formula¢des F1, F2, F1.RES e F2.RES apo6s 60 dias de

armazenamento apresentaram reducdo no diametro médio das particulas quando comparado
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com demais tempos, sendo que este evento pode estar relacionado a precipitacao das particulas
de diametro maior, sendo detectadas apenas particulas menores.

Verifica-se pela Figura 8E, F, G ¢ H que as formulagdes F3, F3.RES, F4 ¢ F4.RES,
respectivamente, apresentaram ampla distribui¢ao no didametro médio por intensidade no tempo
24 horas apds o preparo, indicando presenca de mais de uma populacdo de particulas na
formulacao. Isso pode indicar a presenca de uma mistura de estruturas, como NLS e micelas. A
presenca de hidrocarbonetos presentes no estearato de polioxietileno (40) pode ter contribuido
para este quadro, pois os polioxietilenos contribuem positivamente para a formacao micelar
(BARRY:; EINI, 1976). O mesmo nao ocorreu para as formulagdes F1, F1.RES, F2 e F2.RES,
conforme observado na Figura 8A, B, C e D, respectivamente, sendo que as formulacdes
apresentaram distribuicdo homogénea, indicando a predominincia de uma populacdo de
tamanho de particula.

Apbs estocagem das formulacdes durante 60 dias, pode-se verificar na Figura 9 que todas
as formulacdes apresentaram ampla distribui¢do no diametro médio por intensidade das
particulas, indicando que durante o armazenamento pode ter ocorrido aglomeragdo das
particulas presentes nas formulacdes (JIANG; OBERDORSTER; BISWAS, 2009).

As alteragdes no diametro das particulas podem ter ocorrido devido a estocagem das
formulagdes em frascos de vidro transparentes. Estudo conduzido por Freitas e Miiller (1998)
verificou que formulagdes de NLS armazenadas em embalagem de vidro transparente
apresentaram aumento no didmetro médio das particulas ap6s 24 horas de armazenamento.
Neste periodo, ndo foram possiveis observar alteracdes macroscopicamente. Apds 3 dias, as
amostras ainda apresentam-se visivelmente homogéneas, mas houve floculagdo apds a diluigao
das mesmas com agua. Apds 7 dias houve um aumento acentuado no didmetro médio das

particulas (em torno de 90%) e a viscosidade foi visivelmente aumentada. Apds 14 dias, todas
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as amostras estavam completamente so6lidas, ndo sendo possivel determinar o didmetro médio
das particulas. Os autores sugerem o armazenamento de formulagdes contendo NLS em frascos
ambares.

O tamanho de particula ideal para a permeacdo da substancia ativa ¢ de at¢ 700 nm.
Entretanto, sdo encontrados na literatura cientifica estudos demonstrando que particulas com
outros tamanhos também permeiam a pele humana (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).
Schaefer e colaboradores (1990) demonstraram que particulas poliméricas com didmetro na
faixa de 3 a 10 um apresentaram permeagao seletiva através dos ductos foliculares, enquanto
que particulas maiores que 10 pm permaneceram sobre a superficie cutanea. Todavia,
particulas de outros tamanhos também demonstraram permear através da pele, como, por
exemplo, particulas de poliestireno de 20 nm (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004).

O tamanho das particulas é substancial para a permeacdo cutinea (KUCHLER et al.,
2009). Shim e colaboradores (2004) aplicaram nanoparticulas poliméricas contendo minoxidil
com diametro médio de 40 ¢ 130 nm em orelha suina e compararam a quantidade permeada do
farmaco. Os resultados sugeriram que nanoparticulas com didmetros menores facilitaram a
permeacgdo cutdnea de minoxidil para o compartimento receptor, entretanto a quantidade de
minoxidil retida na pele nao foi dependente do tamanho das nanoparticulas (SHIM et al.,
2004). Isso provavelmente ocorre, pois NLSs de didmetro menores formam um filme
homogéneo na superficie cutdnea, diminuindo a perda transepidermal de dgua (TEWL), o que
favorece a penetracdo cutanea de farmacos (DE VRINGER; DE RONDE, 1995). Além disso, a
presenca de lipidios nas NLSs pode apresentar uma acdo solubilizante do estrato corneo,
promovendo assim maior facilidade do farmaco em atravessar a barreira cutanea (LEE; TOJO,

1998).
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O indice de polidispersidade ¢ um parametro para definir a distribuicdo do tamanho das
particulas. Amostras com ampla distribuicdo de tamanho das particulas apresentam indice de
polidispersao > 0,7 (NIDHIN et al., 2008). Para um indice de polidispersidade de 0,4
considera-se distribui¢ao de tamanho de particula heterogéneo e presenca de aglomerados na
dispersdo. Ja para um indice de polidispersidade de 0,2 considera-se menor polidispersiadade
das particulas (KRAUSE et al., 2010).

Verifica-se nos resultados (Tabela 2) que as formulagdes F1 e F2, acrescidas ou ndo de
RES, apresentaram indice de polidispersidade proximo de 0,2, demonstrando ser formulacdes
com particulas monodipersas, quando comparada com as demais formulagdes testadas, que
utilizaram a mesma metodologia de preparo, a sonicagdo. Além disso, a andlise estatistica dos
resultados demonstrou que essas formulacdes sao estaveis em relagdo ao PdI durante o tempo
de estudo (p<0,05).

Pode-se observar também que a formulacdo F3 apresentou indice de polidispersidade
proximo a 0,2 até 45 dias ap0Os o preparo. Apds esse periodo observou-se aumento significativo
no indice de polidispersidade, podendo indicar presenca de aglomerados na formulagdo. O
mesmo ndo pode ser observado para a formula¢do F3.RES, a qual apresentou indice de
polidispersidade estavel durante todo o periodo de estudo, conforme demonstrado na Tabela 2.

A formulacdo F4, acrescida ou nao de RES, apresentou indice de polidispersidade estavel
até 45 dias de estocagem para a formulagdo F4 e até 30 dias para a formulagdo F4.RES (Tabela
2). Porém, tais formulacdes apresentaram valores de Pdl > 0,3, o que indica amostra mais
polidispersa, podendo causar a formacao de aglomerados (KRAUSE et al., 2010).

Schwarz e colaboradores (1994) desenvolveram nanoparticulas lipidicas solidas
constituidas de Dynasan® 112 (trilaurina), Lipoid® S75 (lecitina de soja com 68% de

fodfatidilcolina) e poloxamer 188 e observaram que o aumento na concentracdo de
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fosfatidilcolina de soja promoveu redugdo no didmetro médio das particulas. Porém, estes
mesmo pesquisadores observaram que o aumento da concentragdo de fosfatidilcolina de soja
promoveu aumento no indice de polidispersidade das formulagdes.

Os resultados obtidos demonstram semelhanga aos resultados encontrados por Schwarz e
colaboradores (1994) em relagdao ao diametro médio das particulas apenas para as formulagdes
F1, que ao ser acrescido de fosfatidilcolina de soja (F2), apresentou redugdo do didmetro médio
das particulas. Porém, o mesmo nao foi observado para essa formulacao apos a adigao de RES,
bem como para as formulagdes preparadas com estearato de polioxietileno (40), que
apresentaram aumento no didmetro médio das particulas apos a adigdo de fosfatidilcolina de
soja. Em relacdo ao indice de polidispersidade das formulagdes apds o acréscimo de
fosfatidilcolina de soja, pode-se observar que todas as formulagdes apresentaram aumento do
PdI, com exceg¢do apenas da formulacao F1, que apresentava Pdl = 0,23 + 0,01 e ap6s a adigao
da fosfatidilcolina de soja (F2) apresentou Pdl = 0,16 £ 0,02 (Tabela 2). Esse resultado também
foi observado por Akhtar & Pathak (2012), que verificaram que altas concentragdes de
fosfatidilcolina de soja promoveram indice de polidispersidade menores, provavelmente devido
a acdo tensoativa dessa substancia.

Um estudo demonstrou que a fosfatidilcolina de soja pode apresentar concentragdes
diferentes de acidos graxos mono e poli-insaturados. O aumento das taxas de acidos graxos
monoinsaturados aumenta o tamanho das particulas. Além disso, a taxa de 4cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa diminui o tamanho das particulas e aumenta o indice de

polidispersidade (ZHANG et al., 2012).
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5.2.2 Analise do potencial zeta

O potencial zeta ¢ gerado quando uma particula carregada eletricamente ¢ dispersa em um
meio e resulta na formacdo de um potencial elétrico entre a superficie da particula e o meio,
devido ao fato de que alteragdes na superficie da particula atraem ions contrarios
(THIELBEER; DONALDSON; BRADLEY, 2011). A avaliagdo do potencial zeta ¢ uma
estratégia importante para a estabilidade de sistemas coloidais (ZHANG et al., 2008). Embora
dados suportam que um modesto potencial de superficie ¢ suficiente para estabilizar dispersdes
contendo particulas maiores que 1 pum, na pratica os resultados ndo sdo satisfatorios
(MCGOWN; PARFITT; WILLIS, 1965).

A estabilizagdo de dispersdes tem sido descrita tradicionalmente através da estabiliza¢ao
eletrostatica. Porém, ha outras formas de estabilizagdo de dispersdes preparadas com
substancias ndo idnicas, como, por exemplo, a estabiliza¢do estérica. A estabilizagdo estérica é
um mecanismo pelo qual certas substincias, como os polimeros hidrossoluveis, inibem a
floculagdo de suspensdes. Estas substancias envolvem o material suspenso e impedem a sua
unido. Sistemas estabilizados estericamente tendem a permanecer bem disperso, mesmo em
condigdes em que o potencial zeta das superficies € reduzido a valores proximos a zero
(NAPPER, 1977).

A Tabela 3 descreve os resultados obtidos para a andlise do potencial zeta para as
formulacdes desenvolvidas. Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de
variancia (ANOVA), seguida por comparagdes multiplas pelo método de Tukey. O nivel de

significancia adotado foi (p < 0,05).
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Tabela 3. Média e desvio padrao do potencial zeta das formulagdes preparadas através da

sonicacao e analisadas 24 horas, T15, T30, T45 e T60 dias apods o preparo.

Formulagoes T24 horas T15 dias T30 dias T45 dias T60 dias
F1 1,54 +031°  -1,34+0,080 2,07+ 125 -1,03+0,59* -6,45+1,03°
F2 222+1,12° -401+3,55°  -2,82+£2,02° -233+0,64° -3,51+0,75°
F3 0,58 £0,65¢  -2,00+0,48Y  -325+0,58° -3,49+0,63° -2,80+0,51°
F4 -1,55+037° -1,42+038"  -144+042" -1,64+038" -1,91+0,10
F1.RES 2,60+127%  -1,85+0,68  -0,70+0,13%8 -1,49+ 0,415 -4,52 + 3,788
F2.RES 2,66+033"  -249+0,39" -2,73+0,96" -1,13+020" -2,19+0,99"
F3.RES 2,58+1,69°  -124+0,49  -330+126 -1,68+033" -1,78+047
F4.RES 2,63+0,79  -1,80+0,42  2,05+0,14 -2,13+025 -2,51+020

Simbolos iguais indicam medias sem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

A redugdo no potencial zeta esta relacionada com a redugdo da estabilidade fisica. Um

potencial zeta de no minimo + 60 mV € requerido para uma excelente estabilidade e de no

minimo + 30 mV para uma boa estabilidade fisica (FREITAS; MULLER, 1998). A diminui¢do

no potencial zeta e na repulsdo eletrostatica resulta em desestabilizagdo das formulagdes. A

andlise do potencial zeta mostra que a estabilizagdo elétrica ndo ¢ suficiente para promover

NLS estaveis, sendo necessario associar um minimo de estabilizacdo eletrostatica, que esta em

um potencial zeta de, aproximadamente, 8 a 9 mV. Potenciais zetas abaixo de 6 mV promovem

SLN fisicamente instaveis (ZIMMERMANN; MULLER, 2001).

Os resultados demonstraram que todas as formulagdes apresentaram potencial zeta

menores que 6 mV, conforme demonstrado na Tabela 3. Desta forma, as formulagdes

selecionadas ndo apresentam um potencial zeta adequado para uma boa estabilizacdo estatica
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da NLS. Este resultado ja era esperado, uma vez que, o potencial zeta avalia a repulsdo
eletrostatica das particulas e as matérias-primas utilizadas para o preparo das NLSs sdo nao-
ionicas. Para a preparagdo das nanoparticulas foi utilizado um estabilizador estérico
(poloxamero 407), desta forma espera-se alcancar uma maior estabilidade fisica por arranjo
estérico e ndo repulsao electrostatica (LOURENCO et al., 1996). Apds a adigdo da substancia
ativa RES nao houve alteragdo significante no potencial zeta das NLSs.

Além disso, verificou-se que ndo houve alteracdes significativas no valor do potencial zeta
das formulagdes durante o tempo de estudo, com exce¢do apenas da formulacdo F3, a qual
apresentou alteracdes estatisticamente significativas (p<0.05) no valor do potencial zeta apds

15 dias de ensaio (Tabela 3).

5.2.3 Analise microscopica das NLS e NLS-RES

A microscopia eletronica de varredura (MEV) tem sido muito empregada para avaliar a
morfologia das nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Por esta técnica, 0 microscopio
eletronico de varredura acelera os elétrons por meio de um filamento de tungsténio. Apds a
emissdo, os elétrons interagem com as amostras, sdo acelerados e novamente capturados por
lentes magnéticas, formando a imagem (NAGATANTI et al., 1987).

O aumento maximo conseguido pelo MEV fica entre o microscopico Otico e o
microscopio eletronico de transmissao (MET). Porém, a grande vantagem do MEV em relagdo
ao microscopio otico ¢ a sua resolucdo, na ordem de 2 a 5 nm, enquanto o 6tico estd em 5 pum.
Comparando o MEV com o MET, a grande vantagem do MEV esta na facilidade de preparo

das amostras (NAGATANI et al., 1987).
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A microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (MEV-FEG) faz uma
varredura mais ampla utilizando um feixe de elétrons, disparado através de um canhao que
estabelece o campo elétrico no vacuo (NAGATANI et al., 1987).

A Figura 10 a Figura 17 demonstram as imagens obtidas por MEV-FEG das formulagdes

selecionadas.

Figura 10. Fotomicrografia da formulagdo Figura 11. Fotomicrografia da formulagao

F1 (50.000x). F1.RES (100.000x).

w5
—am

Figura 12. Fotomicrografia da formulagdo  Figura 13. Fotomicrografia da formulagdo

F2 (80.000x). F2.RES (150.000x).
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Figura 14. Fotomicrografia da formulacdo  Figura 15. Fotomicrografia da formulagao

F3 (150.000x). F3.RES (150.000x).

w

Figura 16. Fotomicrografia da formulacdo  Figura 17. Fotomicrografia da formulagao

F4 (150.000x). F4 (200.000x).

As fotomicrografias demonstraram a formagdo de nanoparticulas regulares e com baixa
dispersdo no diametro meédio (Figura 10 e Figura 17). As fotomicrografias obtidas nao
demonstraram a formacao de cristais. Cristais podem ocorrer quando o composto a ser
nanoencapsulado esta presente em excesso no meio de dispersdo ou devido a uma grande
polidispersdo no tamanho das nanoparticulas obtidas.

Os resultados da microscopia sugerem que o método de produgdo por sonicagdo aplicado
neste trabalho produz material com distribui¢do nanométrica de particulas com morfologias

bem distintas. Nas figuras observa-se formagao de nanoparticulas com diametros entre 20 a 150
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nm, resultados um pouco menor do que os encontrados na andlise de didmetro médio pela
técnica de correlagdo de fotons, também conhecida como espalhamento de luz dinamico (DLS).
Isso ocorre, pois durante o preparo da amostra para a analise por MEV-FEG ha a evaporagao da
agua presente no sistema, essa secagem provoca aparentemente o encolhimento das particulas
de modo que o didmetro médio determinado por MEV ¢ menor ao determinado por DLS

(DUBES et al., 2003).

5.2.4 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A caracterizagdo detalhada de nanoparticulas lipidicas so6lidas é importante durante a
pesquisa e desenvolvimento, pois assegura as propriedades desejadas a partir do sistema obtido
(LIRA et al.,, 2007b). A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) ¢ uma das técnicas
analiticas empregadas para este proposito, por promover informagdes estruturais das NLS uteis
no entendimento da capacidade de incorporagdo do farmaco e perfil de liberagdo (BUNIJES;
UNRUH, 2007).

M¢étodos termoanaliticos sdo utilizados extensivamente para avaliar as propriedades
fisicas de farmacos, os quais incluem temperaturas de fusdo e de vaporizagdo e as suas
entalpias correspondentes, as transi¢coes vitreas, pressdo de vapor, bem como o estudo de
compatibilidade e estabilidade dos componentes de preparagdes farmacéuticas (LIRA et al.,
2007b).

As Figura 18 a Figura 30 apresentam a curva de DSC das matérias-primas utilizadas para o
preparo das nanoparticulas lipidicas solidas, bem como a curva das formulagdes desenvolvidas.
Para as formulagdes foram realizados 3 ciclos de analise, no qual o ciclo 1 ¢ o aquecimento,

para verificar a fusdo e a desidratacdo das amostras, o ciclo 2 € o resfriamento a temperaturas
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sub-zero para observar se o processo de fusdo ¢ reversivel, e o ciclo 3, que ocorre o

reaquecimento, para observar se a formulagdo funde na mesma temperatura inicial.

O = e —— e~
L 4
"
-~ v = |
:
(=]
L
P
-]
2 .04
&
& S
= ADCD esteanca
e Sadtiaro 4
2 Poosames 407
Fostanaicohea de SO
15 4 - |
- Propisar sbero
MetCaracec
Rasweauni
20 4y T T T T T T
0 0 100 150 200 250 300

Temperatura (°C)

Figura 18. Termograma de aquecimento das matérias-primas utilizadas no preparo das NLSs.

Fluxo de Cakr (W)
s
Fhxo de Calor (Wip)
R ;

Y
50 100 1% 20 230 300

- - r - r
20 a0 60 8 100 120 140 =0 130 200
Yemperaturs (*C) Temperatura (°C)

Figura 19. Termograma da mistura fisica Figura 20. Termograma da mistura fisica estearato

acido estearico + RES (aquecimento). de polioxietileno (40) + RES (aquecimento).
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Fluxo de calor (Wig)
5 ) i 0

e il i i

Fluxo de Calor (Wi)

: : v :
0 50 100 150 200 250 300 b] 0 &0 0 100 120 W W 130 2
Temperatura (°C) Temperatura ("C)

Figura 21. Termograma da mistura fisica Figura 22. Termograma da mistura fisica

poloxamer 407 + RES (aquecimento). fosfatidilcolina de soja + RES (aquecimento).
04
& 5 |
s s 1
3 | 8 ¥
3 -
e Ceiol “ 34
Ciclod | Ciclot
Ciciod Cicio?
ad Ccio)
» v ¥ ¥ ¥ T T T T —r T “r
0 ' 1% J0 % xG ] ) "o o Pt %0 W
Temparstura ['C) Temperatura ("C)

Figura 23. Termograma da formulagio F1, Figura 24. Termograma da formulagdo
apés 3 ciclos de andlise (aquecimento’ F1.RES, ap(')s 3 ciclos de analise (aquecimento,

resfriamento e reaquecimento). resfriamento e reaquecimento).
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Figura 25. Termograma da formulagdo F2,

apds 3 ciclos de andlise (aquecimento,

resfriamento e reaquecimento).

Fluxo de Calor (Wig)

"

Cicio 1
T T D S
] 100 150 20 w0 o

Temperaturs (°C)

Figura 27. Termograma da formulacdo

F3.*

Fluxo de Calor (W)

Cioo 1

® 100 150 20 20 0

Temperstura ("C)

Figura 29. Termograma da formulagao

F4.*

Fhao de Calor (W)
b

®
"
Ciclo 1
w
0
T T T T T T T
0 w0 100 180 24 2 ¥

Figura 26. Termograma

Tomparatura (*C)

da formulacao

F2.RES.*
5 el
s 3
U -n
g =]
- »3-:‘
i Ceo 1
<3 } v v ; '3
° ® we "o xn 0 X0
Temparatura {"C)
Figura 28. Termograma da formulagao
F3.RES.*
00«
08
o
=
3 o
3
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d
Ciglo 1
25 ' Y T T Y T
o %0 00 o xo mo 30
Temperatura (*C)
Figura 30. Termograma da formulacao

F4 RES.*
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*Para todas as formulacdes foram realizadas as analises nos 3 ciclos. Porém, s6 foram
representados nas figuras os ciclos que apresentaram eventos térmicos. As formulagdes, cujos
termogramas estao representados nas Figura 23 a Figura 30, apresentaram eventos térmicos

apenas no ciclo 1 de anélise (aquecimento).

A fusdo do estearato polioxietileno (40) isolado ocorreu a 54°C (Figura 18), evento
diferente do descrito na literatura, que esta em torno de 38°C (ROWE; SHESKEY; OWEN,
2006). O deslocamento do evento térmico para temperaturas maiores sugerem mudancga da
forma cristalina para o polimorfo A (ALMEIDA et al., 2010).

O polimorfismo ¢ definido como a habilidade de um cristal apresentar diferentes
unidades estruturais, originados a partir de uma variedade de conformagdes moleculares. O
polimorfismo ¢ uma das mais importantes rotas da degradagao fisica, a qual afeta a estabilidade
do doseamento de soélidos, pois, embora sejam quimicamente idénticos, os polimorfos
geralmente apresentam diferentes propriedades termodindmicas, como ponto de fusdo, padrdo
de difragdo de raio-X e solubilidade (SINHA et al., 2010).

Verificou-se que a fosfatidilcolina de soja durante o aquecimento ndo apresentou pico
de fusdo (Figura 18). Isto ocorre possivelmente pelo fato da fosfatidilcolina ndo apresentar
ponto de fusdo aparente. Além disso, quando ndo se observa pico de fusdo na curva de DSC,
provavelmente a substancia encontra-se em maior propor¢do no estado amorfo (CIDES et al.,
2006).

A curva de DSC do poloxamer 407 (Figura 18) apresentou evento endotérmico de fusdao
bem definido em 59 °C e apresentou um evento de degradacao proximo a 150 °C. Um estudo
verificou que o poloxamer 407 pode reduzir picos endotérmicos de algumas substancias, pois o
mesmo pode solubiliza-las e o pico endotérmico, indicando a forma amorfa, deixa de existir na

curva de DSC das formulagdes (NEPAL; HAN; CHOI, 2010).
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Os termogramas resultantes da analise do metil e propilparabenos (Figura 18) consistem
de um unico evento endotérmico atribuido ao processo de fusdo. Os eventos endotérmicos
exibiram um pico maximo a 129 °C e 97°C, respectivamente, correspondentes ao
metilparabeno e ao propilparabeno. Os eventos observados no estudo DSC sdo consistentes
com os valores dos pontos de fusdo relatados na literatura de 124°C e 97,8°C, para o
metilparabeno e propilparabeno, respectivamente (LIRA et al., 2007a; RUDYANTO et al.,
2003).

As misturas fisicas do material graxo com o RES, bem como dos tensoativos
(poloxamer 407 e fosfatidilcolina de soja) ndo apresentam pico de fusdo relacionado ao RES, o
que sugere que esta substincia estd no seu estado amorfo e ndo cristalino, durante a anélise.
Além disso, a auséncia de pico de fusdo pode ser decorrente a ndo deteccdo do RES pelo
equipamento, uma vez que as misturas foram realizadas na propor¢do de matéria-prima
utilizada para a realizag¢do do ensaio de DSC.

Verifica-se que ndo aparecem nos termogramas das formula¢des F1 a F4 (Figura 23,
Figura 25, Figura 27 e Figura 29) e F3.RES e F4.RES (Figura 28 e Figura 30) os picos
endotérmicos referentes ao metilparabeno e ao propilparabeno. Também, em todos os
termogramas das formulacdes F1 a F4 e F1.RES a F4.RES (Figura 23 a Figura 30) ndo
apareceram os picos endotérmicos do RES. Estes fenomeno pode ser devido ao fato de que nas
formulagdes os mesmos encontram-se em maior propor¢ao no estado amorfo do que no estado
cristalino ou altas concentragdes de carreadores lipidicos tenha impedido a deteccdo dos picos
de fusdo destas substancias na curva de DSC ou ainda o acido estearico, o estearato de
polioxietileno (40) e o poloxamer 407, por apresentarem pontos de fusdo menores que o metil e
o propilparabeno, poderiam dissolvé-los, impedindo a verificagdo de seus estados cristalinos

(NEWA et al., 2007; BIKIARIS et al., 2005).
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Nas Figura 23 a Figura 25, que representam o DSC das formulagdes F1, F1.RES e F2,
pode-se observar que a formulagao apresentou eventos térmicos nos 3 ciclos de andlise, sendo
evidente o pico endotérmico (temperatura de fusdo) no ciclo 1, bem como o pico exotérmico de
recristalizacao no ciclo 2 e o pico de fusdo apos o reaquecimento no ciclo 3. Isso demonstra que
as formulagdes apds o aquecimento e resfriamento conseguiram retornar ao seu estado
cristalino inicial. O mesmo nao foi observado para as formulagdes F2.RES; F3; F3.RES; F4 ¢
F4.RES, as quais nao apresentaram picos exotérmicos referentes a recristalizacao.

Pode ser observado mais de um pico endotérmico para as formulacdes F1.RES e F2
(Figura 24 e Figura 25), sendo que esse evento pode estar relacionado com a presenca de
algumas mudancas no evento térmico na formulacdo, o mesmo pode ser observado no pico
endotérmico das formulagdes F3.RES e F4.RES (Figura 28 e Figura 30).

Na Figura 26, correspondente a formulacdo F2.RES, verifica-se um deslocamento do
pico exotérmico para 106°C, parecendo ter ocorrido um aumento no tamanho médio de
estruturas cristalinas e/ou remoc¢ao de defeitos estruturais, levando a um deslocamento da
primeira transi¢ao endotérmica para temperaturas mais altas.

Possiveis interagdes entre os componentes e os diferentes adjuvantes podem ser
observadas utilizando o DSC. Entretanto, diferengas entre as curvas de DSC dos componentes
individuais e das misturas ndo necessariamente correspondem a uma incompatibilidade. Para
confirmar se ha uma incompatibilidade substancial ¢ importante associar outras técnicas
analiticas, como, por exemplo, a termogravimetria (TG) e a termogravimetria derivada (DTG)

(LIRA et al., 2007a).

s / . . . .
. ///4?/// . ///// I2IHI7 - //// 77 Paglna 79



) Ve
. ///z:)/////////)' e S averaocie

5.3 Validac¢do de metodologia analitica para quantificacio de RES por CLAE

Um estudo conduzido por Vian e colaboradores (2005) demonstrou que solugdao contendo
trans-resveratrol padrao apos ser exposta a luz solar, durante 1 hora, causou a conversao parcial
do trans-resveratrol na forma cis-resveratrol (80-90% do trans-resveratrol foi convertido a cis-
resveratrol). A intensidade da diminui¢ao do pico cromatografico referente ao trans-resveratrol
foi proporcional a area do novo pico cromatografico correspondente ao Cis-resveratrol. O Cis-
resveratrol pode apresentar beneficios para a saude, entretanto apresenta menor atividade
bioldgica (BERTELLI et al., 1996).

Desta forma, buscou-se o desenvolvimento de uma metodologia analitica capaz de separar
as 2 formas isoméricas, trans- e cis-resveratrol, uma vez que a forma isomérica trans-
resveratrol ¢ a forma isomérica que apresenta maior atividade bioldgica e ¢ de interesse no
estudo.

A identificagdo dos analitos foi realizada seguindo-se o difundido por Pragst e
colaboradores (2004) para analises cromatograficas por CLAE-DAD, que associa os tempos de
retengdo a avaliacdo dos espectros de absor¢do na regido do ultravioleta gerados pelo arranjo de
diodos para cada pico. Os espectros de UV gerados para o trans-resveratrol ¢ para o Cis-
resveratrol pudessem ser diferenciados facilmente, devido a alta resolugdo, a exatiddo e a
sensibilidade no comprimento de onda, ampla faixa do espectro (de 200 a 400 nm) e
comparagdo computacional com biblioteca de espectros (ORTIZ; ANTUNES; LINDEN, 2010).

A identificagdo de um espectro ¢ feita pela comparagdo matemadtica com espectros da
biblioteca mediante o calculo vetorial do indice de similaridade, que inclui todos os pares de
dados na faixa de comprimentos de onda medidos (por exemplo, 181 pontos de comparacao no

caso da faixa de 200 a 380 nm, ndo somente minimos € maximos) seguindo um procedimento
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que independe da concentragio (PRAGST; HERZLER; ERXLEBEN, 2004; ORTIZ;

ANTUNES; LINDEN, 2010).

A Tabela 4 demostra o tempo de retencdo das amostras analisadas, a resolu¢ao dos picos e

o lambda méximo (L) para cada analito. A analise cromatografica estd demonstrada na Figura

3la e o espectro de absorgdo ultravioletra do trans- e cis-resveratrol estd demonstrada nas

Figura 31b e Figura 31c, respectivamente.

Tabela 4. Tempo de retengdo, resolugao dos picos e A maximo para o trans- e cis-resveratrol.

Tempo de Resolucio Comprimento de onda A Maximo
retencio (min.) Inicial Final
Trans-resveratrol 7,194 1,2 280 nm 350 nm 306,6 nm
Cis-resveratrol 7,847 1,2 280 nm 350 nm 285,2 nm
A) 100
2 050
0.00 | T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Minutes
1.00- 3086 0.060
B) 0_80,: - \ C) 0.050
\ 0.040+
2 0'607: 2 0.030]
0.40—: \\ 0.0207
i \\\\ 0.0104
O.ZOi \

L e e e B e A LA ey R ey e
290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00
nm

0.000-1,

B B B B e B T e SR R B S
290.00 300.00 310.00 320.00 330.00 340.00

nm

Figura 31. A) Separacdo cromatografica obtida com monitoramento em 280-350 nm:

calibrador 100% de trans-resveratrol apos 1 hora de exposi¢cdo ambiente a radiagdo ultravioleta

(50 pg/mL); B) espectro UV do pico com retengdo em 7,194 min (trans-resveratrol); C)

espectro UV do pico com retengdo 7,847 min (Cis-resveratrol) gerados pelo arranjo de diodos.
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O espectro do trans-resveratrol (Figura 31b) apresenta A méximo de absor¢do em 306,6
nm, enquanto que o espectro do cCis-resveratrol (Figura 31¢) exibe A maximo em 285,2 nm.
Estes resultados estdo de acordo com a literatura, a qual descreve que o Cis-resveratrol
apresenta espectro de absor¢ao UV em 285 nm e o trans-resveratrol apresenta espectro de
absor¢do UV em 306 nm (BONDA; ZHANG; PAVLOVIC, 2011; ROSSI et al., 2012).

A resolugdo dos picos cromatograficos ¢ uma medida da separagao tendo em conta a
largura dos picos. Para completa resolu¢ao do pico o valor ideal ¢ maior que 1,2 (SNYDER;
KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Os resultados demonstraram que os picos apresentam resolu¢do
de 1,2.

Para a validacdo da metodologia analitica para a quantificacdo do trans-resveratrol foi

fixado o comprimento de onda de 306,6 nm.

5.3.1 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra. A Figura 33 demonstra a
curva analitica do trans-reveratrol.

A determinacdo da linearidade e intervalo foi executada em triplicata, através da
elaboracdo de curvas analiticas. Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitavel do
coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica ¢ de 0,99 (BRASIL, 2003), sendo obtido um
valor médio de 0,9998 no experimento.

A curva obtida demonstrou que os resultados da metodologia analitica sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, obtida correlacionando a area do

cromatograma (Figura 32).
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Figura 32. Cromatograma obtido com inje¢do de uma dilui¢do tedrica de 30 ug/mL de trans-

resveratrol.

A faixa de trabalho (concentracdo na aliquota de andlise 1 a 100 pg/mL) possibilitou

detectar o trans-resveratrol dentro dos limites de interesse e a resposta do detector de

ultravioleta conservou-se linear. A Figura 33 representa a curva analitica utilizada na conversao

entre as areas obtidas e a concentracao do ativo.
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Figura 33. Curva analitica do trans-resveratrol por CLAE.

5.3.2 Precisio

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos da repetibilidade do método, a qula foi

verificada pela andlise de 3 concentracdes (1, 50 e 100 pg/mL) em triplicata (n=3) de cada

concentracdo, em 3 dias diferentes.
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Tabela 5. Resultados da avaliacdo da precisdo para a repetibilidade (precisdo intra-corrida).

AREA DOS PICOS
Concentracio 1° Dia 2° Dia 3° Dia
tedrica 1 pg/mL 50 pg/mL  100pg/mL 1 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL. 1 pg/mL 50 pg/mL  100pg/mL
n=1 370310 20970062 41786394 430628 20087368 39838394 389666 21768477 43019155
n=2 391908 20983577 41692736 414141 20044882 39788771 389952 21385194 43035381
n=3 378346 20988688 41821031 412993 20220107 39703528 388743 21704146 43172668
Média 380188 20980775 41766720 419254 20117452 39776897 389454 21619272 43075734
Desvio Padrao 10916 9623 66372 9867 91404 68212 632 205253 84338
DPR 2,87 0,05 0,16 2,35 0,45 0,17 0,16 0,95 0,19
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A Tabela 6 mostra os resultados obtidos da precisdo intermedidria do método, a qual foi
verificada através da analise de 3 concentracdes (1, 50 e 100 pg/mL) em triplicata (n=3) de

cada concentracao em 3 dias diferentes.

Tabela 6. Resultados da avaliagdo da precisao intermediaria (precisdo inter-corridas).

AREA DOS PICOS
Concentracao
1 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL
tedrica
Média dia 1 380188 20980776 41766720
Média dia 2 419254 20117452 39776898
Meédia dia 3 389454 21619272 43075735
Média 396298 20905833 41539784
Desvio Padrao 19150 662346 1439947
DPR 4,83 3,17 3,47

O desvio padrio relativo (DPR) obtido na avaliagdo da precisdo do método ¢ adequado
(menor que 5,0%), podendo atribuir ao método analitico alto grau de concordancia entre os

resultados quando realizados sob as mesmas condic¢des experimentadas neste estudo.

5.3.3 Exatidao

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos da recuperagdo do método, a qual foi verificada
através da andlise de 3 concentragdes (5, 50 e 100 pg/mL) em triplicata (n=3) de cada

concentracao.
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Tabela 7. Resultados da avaliagao da exatidao.

CONCENTRACAO EXPERIMENTAL

Concentracao
5 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL
tedrica
n=1 4,62 50,50 99,67
n=2 4,63 50,39 99,46
n=3 4,63 50,83 99,80
Média 4,626 50,57 99,64
Desvio Padrao 0,009 0,228 0,170
Exatidao 92,53+0,19 101,15+0,46 99,64 +0,170

* Através da equacdo da reta (y = 400651x — 145812) determinou-se a concentragao

experimental.

A exatidao obtida na avaliagdo do método ¢ adequado, podendo atribuir ao método
analitico alto grau de concordancia entre os resultados quando realizados sob as mesmas

condi¢des experimentadas neste estudo.

5.3.4 Limite de detecciao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

Os valores calculados para o limite de detec¢do e de quantificagdo demonstram alta
sensibilidade e especificidade do método para a determinacdo do trans-resveratrol. Foram
encontrados 1,29 pug/mL para o limite de deteccdo e 4,29 pg/mL para o limite de quantificacao
(Tabela 8).

Nao foi necessario realizar testes experimentais para comprovar os resultados calculados,
visto que o método desenvolvido ndo tem o objetivo de detectar concentragdes minimas, como,
por exemplo, em um estudo forense. A finalidade principal do método consiste em analisar

formulacdes farmacéuticas que apresentam quantidades terapé€uticas de trans-resveratrol.
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Tabela 8. Resultados do limite de detecc¢ao e de quatificagdo do trans-resveratrol.

Equacao da reta Inclinagdo (a) Intercepto (b)
Dia 1 y =418390x - 422105 418390 422105
Dia 2 y =395163x — 122243 395163 122243
Dia 3 y =429356x - 106833 429356 106833
Meédia 414303 217060
Desvio Padrao 17459 177741
LD 1,29 pg/mL
LQ 4,29 ng/mL

5.3.5 Robustez

A robustez ¢ quantificacdo e a qualificacdo da habilidade do método em permanecer
inalterado apods pequenas flutuacgdes deliberadas nas condi¢des experimentais cromatograficas.
A robustez do método pode ser medida através da avaliacdo do efeito sobre o tempo de
retencdo do pico, exatiddo e valor DPR, obtidos apds sofrer pequenas variagoes (SILVA et al.,
2012). A robustez foi verificada através da andlise de uma solucao de RES na concentracao de

50 pg/mL, em triplicata (n=3), e os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados da robustez do método analitico cromatografico para a quantificacao do

trans-resveratrol.

Parametros Tempo de Retencio (min.) Exatidao DPR
0,8 mL/min 8,22 +0,007% 102,45 +0,617° 0,525¢8
Fluxo 1,0 mL/min 7,24 + 0,009° 94,057 + 0,598° 0,636"
1,2 mL/min 6,53 £ 0,015 90,05 + 0,469" 0,520'
25°C 7,24 £ 0,009’ 94,06 + 0,598™ 0,64°

Temperatura "
30 °C 7,15+ 0,100 91,76 + 0,235" 0,26°

da coluna |
35°C 7,06 + 0,006 93,24 + (0,648" 0,70P

Simbolos iguais indicam médias sem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).
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De acordo com a Tabela 9, foi observada alteracdes estatisticamente significativas apds ter
realizado pequenas variagdes nos parametros cromatograficos experimentais. Porém, as
variacdes encontram-se dentre os valores permitidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, que ¢ de = 10% para exatidao e 5% para DPR (BRASIL, 2003) Assim, o método

pode ser considerado robusto.

5.4 Quantificacdo do RES presente nas NLSs

Inicialmente, realizou-se o ensaio de ultracentrifugacdo com a finalidade de sedimentar as
nanoparticulas formadas, coletar o sobrenadante e quantificar indiretamente a concentragdo de
RES encapsulado. Apds centrifugar as amostras, verificou-se que nao houve a sedimentagdo
das particulas formadas. Assim, o método ndo foi aplicavel para o estudo da eficiéncia de
encapsulacdo do RES nas formulagdes desenvolvidas.

Ap6s, utilizou-se a filtragdo com membrana de dialise, buscando separar o RES
encapsulado do RES livre. Para farmacos lipossoluveis ¢ indicado o pré-tratamento da
membrana, a fim de minimizar a retengdao do farmaco pela membrana. Aplicou-se entdo, sobre
a membrana pré-tratada, solu¢do aquosa de polissorbato 80 a 5,0% e 1 mL de solucdo aquosa
de RES a 50 pg/mL. Utilizou-se 14 000 rpm e varios tempos de centrifugacdo, buscando atingir
a recuperagao de aproximadamente 100% do RES. Verificou-se que apos a realizagdo do

ensaio, foi obtida baixa recuperacdo do RES, conforme demonstrado na Tabela 10. Assim,

buscou-se a utilizagdo de outra metodologia para a realiza¢do do ensaio.
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Tabela 10. Validagdo do dispositivo com membranas de 10.000 NMWL (Millipore, Billerica,

USA) para o ensaio de eficiéncia de encapsulagao.

Concentracao Concentracao Concentracio recuperada
teérica aferida 15 min 30 min 1 hora
50,0 pg/mL 46,10 = 6,83 Vol. insuficiente para analise. 2,69 £ 0,43 1,88 +£0,16

Realizou-se a ultrafiltragdo. Para este teste, as amostras NLS com RES e sem o acréscimo
de RES, para avaliar a seletividade do método, foram filtradas a véacuo, utilizando membrana de
30,000 NMWL (Millipore, Billerica, USA). O separado foi analisado por espectrofotometro a
306 nm. Os resultados da validagdo da metodologia analitica para quantificagdo por
espectrofotometria estdo apresentados no Anexo B. Os resultados da analise do filtrado estdo

demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11. Analise do filtrado obtido por ultrafiltracio para ensaio de eficiéncia de

encapsulacao.

Concentracio (ng/mL)

F1 F1.RES F2 F2.RES F3 F3.RES F4 F4.RES

1,06 +0,10 0,57+0,02 0,17+0,03 0,33+0,02 0,29+0,04 6,79+0,38 §,10+0,40 9,08 +0,43

Verifica-se que o método de separacdo nao foi eficaz, pois houve leitura tanto para a
formulacdo sem RES (F1 a F4), quanto para as formulagdes acrescidas de RES (F1.RES a
F4.RES), mostrando que parte das NLS foi capaz de atravessar a membrana e foi detectada nas
analises.

Assim, todas as metodologias testadas ndo obtiveram resultados satisfatdrios na
separacdao do RES encapsulado do RES livre, ndo sendo possivel a quantifica¢do e a analise da

eficiéncia de encapsulacao.
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Uma alternativa que pode ser utilizada para avaliar a eficiéncias de encapsulacdo do RES
nas formulacdes desenvolvidas ¢ a utilizagdo da separacao do RES livre por cromatografia de

exclusdo de tamanho, utilizando uma coluna de vidro empacotada com Sephadex.

5.5 Determinacio do coeficiente de particio O/A do RES

O coeficiente de particdo O/A (log P) e a solubilidade em agua de um farmaco apresenta
grande influéncia no fluxo transdérmico, uma vez que moléculas de alta polaridade e de grande
tamanho encontram dificuldade para penetragdo. Alto coeficiente de particdo estd relacionado
com aumento no fluxo transdérmico (SWART et al., 2005).

O estudo demonstrou que o valor do coeficiente de parti¢ao (Kp) 6leo/agua para o RES foi
0,2798 £ 0,0071 e log Kp de 0,55. Estudos demonstram relagdo entre o fluxo dos componentes
através da pele e o valor 6timo do coeficiente de particdo (MAYORGA; PUISIEUX;
COUARRAZE, 1996). Surber e colaboradores (1993) demonstraram em estudo in vitro e in
Vivo que houve permeacdo de componentes com log Kp de no maximo 2 — 3. Desta forma, o

RES apresenta tendéncias favoraveis para a permeagao cutanea.

5.6 Estudo de liberacio do RES in vitro

A liberagdao do farmaco das nanoparticulas pode ocorrer por trés diferentes mecanismos:
(a) a liberacao do farmaco da superficie das nanoparticulas, (b) difusdo do mesmo através da
matriz maleavel, e (c) a liberacdo do ativo por erosdao do polimero. Na maioria dos casos, a
liberacdo do farmaco ocorre por meio de um mecanismo, ¢ a predominancia de um deles
depende da propriedade do polimero empregado para o preparo das nanoparticulas

(AGNIHOTRI et al., 2004).
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Os farmacos liberados por difusdo passam por trés estagios. Primeiramente, o solvente
penetra dentro do sistema nanoparticulado, o que pode causar intumescimento da matriz. Apos,
ocorre a conversao do polimero do estado vitreo para o maleavel e em seguida hé a difusao do
farmaco (AGNIHOTRI et al., 2004).

Os perfis de liberagdo do RES nas diferentes formulagdes desenvolvidas sao demonstrados
na Figura 34 e o percentual de RES liberado das formulagdes desenvolvidas esta representado

na Tabela 12.

50

—&—— F1.RES

40 -

30 4

20 4

10 A

RES Liberado (ug/cm?)

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)
Figura 34. Perfil de liberagdao de RES em nanoparticulas lipidicas solidas apos 24 horas de

analises, sendo F1. RES; F2.RES; F3. RES e F4.RES.
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Tabela 12. Percentual de RES liberado de nanoparticulas lipidicas sélidas, F1. RES; F2.RES;
F3. RES e F4.RES, ap6s 24 horas de analise.

Liberaciao do RES (%)

Formulacoes
24 horas
F1.RES 23,92 + 1,36
F2.RES 26,63 +2,52°
F3.RES 13,08 +2,10°
F4.RES 12,30 + 1,40°

Simbolos iguais indicam médias sem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

A Tabela 12 demonstra que as taxas de liberacdo do RES para as formulagdes F1.RES e
F2.RES ndo apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si de acordo com os
dados da andlise estatistica (p<0,05), assim como ocorreu com a formulacdo F3.RES e F4.RES
(Figura 34b), demonstrando que a adicdo de fosfatidilcolina de soja na formulacdo ndo
apresentou influencia sobre a liberacdo do RES da formulacao.

As formulacdes desenvolvidas apresentaram liberacdo de RES somente apos 1 hora de
ensaio, sendo que a formulagdo F1.RES apresentou liberacao de 23,92 + 1,36%, a formulagdo
F2.RES apresentou liberacao de 26,63 + 2,52%, a formulacdo F3.RES apresentou liberagao de
13,08 £2,10% e a formulagdo F4.RES apresentou libera¢do de 12,30 = 1,40% ap0s 24 horas de
ensaio (Tabela 12).

Pode-se verificar também que as formulagdes preparadas com acido estearico (Figura 34a)
apresentaram taxas de liberagdo do RES maiores que as formulagdes preparadas com estearato
de polioxietileno (40) (Figura 34b). Este resultado pode estar relacionado com o cardter mais
hidrofébico do 4cido estedrico, que facilita a solubilizagdo do RES, que ¢ mais lipofilico e

permite a sua liberacao.
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Existem algumas teorias ¢ modelos matematicos que descrevem a cinética de liberagdo do
farmaco de sua forma farmacéutica, dentre os mais utilizados e¢ que melhor descrevem o
fendmeno de liberagdo de farmacos encontra-se os modelos de Higuchi, de cinética de ordem
zero, cinética de primeira ordem, de Weibull e de Korsmeyer-Peppas (COSTA & LOBO,
2001).

Takeru Higuchi (HIGUCHI, 1961; HIGUCHI, 1963) desenvolveu teoricamente varios
modelos para a liberacdo de farmacos hidrossoluveis e pouco soluveis incorporados em
matrizes semisolidas e/ou solidas. Foram obtidas relagdes matematicas para particulas do
farmaco homogeneamente dispersas em matriz uniforme, que se comporta como meio de
difusdao (COSTA, 2002). Porém, essa equagdo apresenta fortes limitagdes na interpretacdo dos
mecanismos de liberagdo modificada, principalmente em sistemas que intumescem, pois estes
podem ser erodiveis. Aplica-se essa equacao com maior exatiddo em matrizes unidimensionais
pouco soluveis que ndo apresentem capacidade de intumescimento (TAHARA; YAMAMOTO;
NISHIHATA,1996; LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

A cinética de ordem zero € aplicada a formas farmacéuticas que ndo sofrem desagregacado e
liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo; trata-se de um método ideal de
liberacdo de farmaco para atingir uma agdo farmacoldgica prolongada, j4 que a liberagdo ¢
lenta (COSTA & LOBO, 2001).

As formas farmacéuticas que seguem a cinética de liberacdo de primeira ordem, como por
exemplo, as que contém farmacos hidrossoliiveis em matrizes porosas, liberam o farmaco de
forma proporcional a quantidade remanescente no seu interior, assim a quantidade de farmaco
liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

O modelo de Weibull pode ser aplicado com sucesso em quase todos os tipos de curva de

liberagdo e relaciona exponencialmente a fracdo do farmaco liberado. A equagdo de Weibull
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expressa a quantidade acumulada de farmaco em funcdo do tempo e deve ser aplicada aos
dados dos primeiros 63,2% de liberacdo do farmaco (COSTA & LOBO, 2001; MANADAS;
PINA; VEIGA, 2002).

Outro modelo baseia-se na equagdo semi-empirica proposta por Korsmeyer e
colaboradores (KORSMEYER, PEPPAS, 1981; KORSMEYER et al., 1983), utilizada para
descrever a liberagdo do soluto quando o mecanismo que prevalece ¢ uma combinagdo da
difusdo do farmaco (transporte Fickiano) e do transporte Caso II (ndo-Fickiano, controlado pelo
relaxamento das cadeias poliméricas) (RITGER, PEPPAS, 1987; LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

Os parametros calculados para os modelos matematicos aplicados aos dados de liberagao

do RES sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Coeficiente de liberagdo in vitro do RES obtido, pelos de diferentes modelos
matematicos para as formulacdes F1.RES; F2.RES; F3.RES e F4.RES.

Valor r quadrado (%)
Modelos matematicos

F1.RES F2.RES F3.RES F4.RES
Korsmeyer-Peppas 0,9680 0,9752 0,9925 0,9804
Higuchi 0,8469 0,8734 0,8516 0,8667
Primeira Ordem 0,9757 0,9814 0,9939 0,9788
Weibull 0,9916 0,9939 0,9987 0,9983
Ordem Zero 0,9700 0,9683 0,9123 0,9728

. 2 . ..

Baseado nos maiores valores de r ajustado, pode-se observar que na maioria dos casos, 0s
modelos que retrataram mais adequadamente a liberacdo do RES foi o Weilbull, indicando a
ocorréncia de um mecanismo complexo de liberagdo, envolvendo, simultaneamente, o

relaxamento das cadeias poliméricas e a erosdo do polimero durante a liberag¢do do farmaco.
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Estudo conduzido por Bhardwaj e Blanchardx (1996) comparou a difusdo do peptideo
Melanotan-I em solucao aquosa e solucdo aquosa acrescida de poloxamer 407. Os resultados
obtidos por esses pesquisadores demonstraram que houve prolongamento das concentragdes
plasmaticas do peptideo, devido a difusdo mais lenta do MT-I a partir do gel formado na
cavidade intraperitoneal. Assim, os pesquisadores concluiram que o poloxamer pode aumentar
a eficacia terapéutica do peptideo e outros fArmacos por prolongar a sua agao.

Barzegar-Jalali e colaboradores (2008) compararam 13 modelos matematicos de cinética
de liberagao de 32 farmacos em 106 formulagdes de nanoparticulas. Os resultados obtidos
mostraram que 3 modelos matematicos, entre eles o modelo de Weibull, sdo superiores aos
demais modelos no delineamento da cinética de liberacdo de nanoparticulas. A justificativa
teorica dada pelos pesquisadores, ¢ que esses modelos conseguem relatar melhor os
mecanismos complexos envolvidos na liberacao de nanossistemas.

Verifica-se ainda que a formulagdo F3.RES apresentou cinética de liberacdo melhor
representado por trés modelos matematicos, Weibull, primeira ordem e Korsmeyer-Peppas,
sendo mais um indicativo da heterogeneidade estrutural da formulacdo, que possivelmente
apresentou formacdo tanto de NLS como de estruturas micelares, também observadas na
andlise da distribui¢do do didmetro médio por intensidade, demonstrada na Figura 8.

Além do polimero, o lipideo utilizado para o preparo das nanoparticulas lipidicas solidas
apresenta papel primordial para o delineamento da cinética de liberacdo do RES das
nanoparticulas, uma vez que ¢ o lipideo o responsavel pelo encapsulamento do firmaco no
sistema nanoestrutural. O acido estearico utilizados na formulagdo F1.RES e F2.RES forma
uma matriz porosa que impede a saida do farmaco das nanoparticulas. Entretanto, conforme o
farmaco se dissolve, a porosidade da matriz aumenta, de modo que o farmaco pode ser

liberado. Dados demonstram que o aumento da concentragdo de acido estedrico na formulacao
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promove liberagdo modificada do farmaco, ao passo que aumento de polimero hidrofilico
associado ao acido estedrico promove solubilizacdo da matriz, aumento da sua porosidade e
consequente liberagdo do farmaco (GRASSI et al., 2003).

A unido da molécula de polioxietileno a grupamentos ésteres do acido estedrico fazem com
que os sistemas compactados possam ser dissolvidos por erosdo progressiva, liberando floculos
de microcristais. O estearato de polioxietileno (40) ¢ capaz de promover alta taxa de liberacao
de farmacos, devido ao aumento da solubilidade do farmaco em agua. Assim, o estearato de
polioxietileno (40) promove uma maior dispersao dos farmacos em solidos, além de favorecer a

liberacdo do mesmo por desintegracdo (KAUR; GRANT; EAVES, 1980).

5.7 Estudo de permeacio e reten¢io cutianea in vitro do RES em peles de modelo animal

O ensaio de permeacdo cutdnea tem como objetivo avaliar a habilidade de diferentes
substancias ativas permearem através da pele, utilizando como membrana modelo a pele da
orelha de suinos ou pele humana proveniente de cirurgia plastica (HAWKINS; REIFENRATH,
1986; WAGNER et al., 2001).

A utilizagdo da pele suina para o estudo de doengas cutaneas humanas, bem como para os
ensaios para o lancamento de um novo medicamento, se d4 baseado na melhor similaridade
anatomica, histologica e fisioldgica a pele humana, quando comparado com outros animais
(DICK; SCOTT, 1992).

O percentual de RES permeado através da pele suina apds a aplicacdo de diferentes

formulagdes estao demonstrados na Tabela 14.
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Tabela 14. Percentual de RES permeado, ap6s 24 horas de anélise.

Formulacgoes Permeaciao do RES (%) apds 24 horas
F1.RES 45,26 + 34,88°
F2.RES 18,61 = 16,99°
F3.RES 33,76 + 17,69°
F4.RES 18,61 + 16,99°

Simbolos iguais indicam médias sem diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Pode ser observado o aumento da quantidade de RES permeada com o tempo para todas as
formulagdes. Apods 24 horas de experimento, a quantidade média acumulada de RES permeado
foi 45,26 + 34,88% para a formulagdo F1.RES, 18,61 + 16,99% para a formulagdo F2.RES,
33,76 = 17,69% para a formulacdo F3.RES e 18,61 + 16,99% para a formulacdo F4.RES
(Tabela 14). Verifica-se que as formulagdes acrescidas de fosfatidilcolina de soja (F2.RES e
F4.RES) apresentam menor permeagdo do RES quando comparado com as formulagdes que
ndo continham fosfatidilcolina de soja em sua formulacdo (F1.RES e F3.RES), como
demonstrado na Tabela 14.

Bentley e colaboradores (1995, 1997) demonstraram que a presenca de ureia ou
fosfatidilcolina de soja como promotores da permeacdo cutdnea influenciam o perfil de
liberacdo e a retencao cutanea de fArmacos lipofilicos em géis de poloxamer 407 (BENTLEY et
al., 1995, 1997). Devido a este fato, esses pesquisadores conduziram outro estudo com o
objetivo de avaliar a influéncia da fosfatidilcolina de soja na permeacédo in vitro de acetonido
de triancinolona incorporado em gel de poloxamer 407. Os resultados desse estudo
demonstraram que o aumento na concentracdo de fosfatidilcolina de soja diminui a quantidade

de acetonido de triancinolona permeada, além de aumentar sua retencao cutanea (BENTLEY et

)
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al., 1999). Isso pode ocorrer, possivelmente, pois a fosfatidilcolina leva a um aumento no
deposito do farmaco na pele, em virtude de ser um fosfolipidio constituinte do estrato corneo.

Embora as formulacdes preparadas com estearato de polioxietileno (40), F3.RES e
F4.RES, terem apresentado menor didmetro médio quando comparado com as formulagdes
preparadas com acido estearico, F1.RES e F2.RES, e estudos demonstrarem que a diminuigao
do tamanho das particulas esta relacionado ao aumento da permeagdo cutanea de farmacos
(SHIM et al., 2004), os resultados encontrados demonstraram que as formula¢des F1.RES ¢
F3.RES, com diametro médio de particulas no T24 horas de 155,50 + 0,26 nm ¢ 16,48 + 3,17
nm, respectivamente, conforme dados descritos no item 5.2.1, foram as que apresentaram maior
permeacao cutanea do RES. Desta forma, podemos concluir que o tamanho das particulas nao
interferiu na permeacao cutanea do RES para essas formulagdes testadas.

A adigao de fosfolipidios as formulagdes de uso topico tem sido relacionada ao aumento da
permeacgdo de farmacos através da pele (BONINA et al., 1995; YOKOMIZO; SAGITANI,
1996; DREHER et al., 1997). Porém, verifica-se na Tabela 14, que as formulagdes acrescidas
de fosfatidilcolina de soja (F2.RES e F4.RES) apresentaram menor percentual de permeacao
quando comparadas com as formulagdes FI.RES e F3.RES, que ndo apresentam em sua
composicao a fosfatidilcolina de soja. O mesmo foi observado por Ferderber e colaboradores
(2009), que observaram que o aumento da concentracdo do fosfatidilcolina nas formulagdes
diminuia a permeagao de propranolol. Esse efeito se deve possivelmente, pois os fosfolipideos
podem formar uma barreira lipidica extra sobre a superficie cutdnea e consequentemente
reduzir o fluxo do farmaco. Outra explicagdo para a redugdo do fluxo transdérmico se da pela
lenta liberacdo do farmaco apos a adicdo de fosfatidilcolina na composicdo da formulagdo

(KIRJAVAINENA et al., 1999), resultado esse observado pelo estudo de liberagao Tabela 12.
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Nos ensaios de reten¢do cutdnea nao foi detectado RES nas peles suinas (derme, epiderme

e estrato corneo), conforme demonstrado na Figura 35 e Figura 36.

0.0041
0.003
5 0.002-
< ]
0.001

0.000

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 1 ' ' ' ' 1 ' ' ' ' 1 ' ' ' ' 1 ' ' ' ' 1 ' ' ' '
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Minutes

Figura 35. Cromatograma obtido com inje¢ao de solugao de trans-resveratrol apos sua

extragdo da pele suina (derme + epiderme).
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2
<

0.002-
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Figura 36. Cromatograma obtido com inje¢ao de solugao de trans-resveratrol apos sua

extrag¢do da pele suina (estrato corneo).

Os resultados demonstrados nas Figura 35 e Figura 36 demonstraram que possivelmente os
métodos utilizados para a extragdo do RES da fita adesiva no tape stripping, bem como da pele
suina ndo foram eficazes, uma vez que o RES ndo foi detectdvel em nenhum cromatograma
apos a extracdo. A extracdo eficaz da substdncia a ser analisada ¢ dependente da escolha do

solvente (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008). E o critério chave no processo de extragdo ¢ que
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o mesmo nao degrade o farmaco, além de ser eficaz e reprodutivel, e que seja livre de

interferentes provenientes do estrato corneo e/ou da fita adesiva (HERKENNE et al., 2008).

5.8 Avaliacao despigmentante in vitro do RES incorporado em NLS

De acordo com a equagdo 5 (item 4.2.8), foi possivel calcular as porcentagens de inibigdo
das diferentes concentragdes de acico kojico, para, posteriormente, tragar uma comparacao com
o RES e NLS-RES. Além disso, através das equagdes das retas obtidas apds plotar os dados de
concentragdes e porcentagem de inibi¢do da enzima tirosinase, € possivel calcular a ICsy do
acido kojico nas 2 condicdes testadas (Tabela 15).

O aumento da concentragdo de acido kojico € proporcional ao aumento da inibi¢do da
enzima tirosinase. Verifica-se que, com o aumento da concentragdo da enzima tirosinase, ¢
necessario maior concentracao de acido kojico para se obter inibigdo de 50% da enzima, sendo
que na 1* condi¢do, a IA50 do 4cido koéjico obtido pela reagdo com a tirosinase a 120 U/mL,
calculada a partir da formula da regressdo linear gerada ap6s 120 minutos de reagdo, foi 1,85
ug/mL. A TAso de 4cido kdjico obtido pela formula da regressao linear gerada a partir da reacao

com a tirosinase a 480 U/mL apds 60 minutos foi 8,66 pg/mL.
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Tabela 15. Porcentagem de inibi¢do da tirosinase pelo acido kojico em diferentes concentracdes nas duas condi¢des analisadas, 1* condi¢do) Utilizando solugao

de tirosinase a 120 U/mL; 2 * condi¢do) Solugdo de tirosinase a 480 U/mL.

Porcentagem da Inibicido da Tirosinase (IA%)

Conc. Acido kéjico (ng/mL)

0,312 0,625 1,25 2,5 3,0 4,0 5,0 10,0 Equacao R?  1As
la
19,73+0,04 37,22+0,04 42,15+0,05 47,08+0,05 79,82+0,05 80,27+0,05 105,83+0,15 -- y=16,581x + 19345 0,9223 1,85
Condicao
2° -
-- 2,23+0,04 20,60+0,04 -- -- 25,06+0,04 57,82+0,04 y=6,1282x—-3,1017 0,9595 8,66
Condicao 2,48+0,034
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RES e NLS-RES usando tirosinase com concentraciao de 480 U/mL

Clinicamente, a via de sintese da melanina atua como uma ferramenta para o diagnostico
do melanoma, como, por exemplo, um marcador de diferenciacio do melanoma de outros
tumores; biologicamente, a presenca de melanogénese afeta o comportamento das células de
melanoma e o seu microambiente. Mais especificamente, a melanogénese pode gerar um
ambiente oxidativo e alguns intermedidrios (quinonas e semiquinonas) que sdo toxicos €
também mutagénicos (SLOMINSKI et al., 2001). Entdo, a melanogénese associada ao
ambiente mutagénico pode potencializar a instabilidade genética. Além disso, os intermediarios
melanogénicos podem inibir a atividade das células imunes do ambiente imunossupressivo que
podem cercar o tumor (SLOMINSKI; PAUS; MIHM, 1998). O fato de a melanogénese
apresentar um efeito potencial no comportamento do tumor e na terapia do melanoma sugere
que a supressdo da melanogénese pode ser eficaz na terapia do melanoma (SLOMINSKI;
ZBYTEK; SLOMINSKI, 2009).

A enzima tirosinase desempenha papel primordial na melanogénese e, por conseguinte,
assume em estados patoldgicos a superexpressdo de melanina, como, por exemplo, no
melanoma, o qual pode ser associado com niveis enzimaticos anormais séricos € no tecido
(SOHN et al., 1969). O resveratrol tem demostrado ser um potente inibidor da enzima
tirosinase, sendo considerado um importante aliado na terapia antitumoral de melanoma
(BERNARD, 2000).

Para avaliar a eficacia do RES ¢ do NLS-RES, utilizou-se concentracao de tirosinase em
duas condigdes, sendo que na primeira condi¢do utilizou-se tirosinase a 120 U/mL para

verificar a sensibilidade do método aos componentes testados (MACRINI et al., 2009). Assim,
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para a determinacdo da concentracdo correspondente a atividade inibitoria de 50% do RES e
das formulacodes foi utilizado tirosinase na concentracao de 480 U/mL.

Apos o preparo das placas e a incubagao das mesmas, analisaram-se as absorbancias e,
consequentemente, as porcentagens de inibicao da tirosinase da solucdo de RES e do RES
incorporado nas formulagdes de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS-RES). A fim de

minimizar a influéncia dos componentes da formulacao na atividade enzimatica, utilizou-se a

NLS sem RES como branco.

Tabela 16. Porcentagem de inibi¢do da enzima tirosinase (480 U/mL) pelo RES e pelas NLS-

RES em diferentes concentragdes.

Porcentagem da Inibicao da Tirosinase (IA%)

Spg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL. 80 pg/mL Equacio R’ TA5

RES 47,04 63.45 74,18 68,44 73,80 y=0,2314x + 58,208 0,4001 nd*
F1.RES 65,49 89,78 119,88 152,75 143,55 y=0,9413x + 85,111 0,6163 nd*
F2.RES 55,27 58,93 73,01 105,88 108,62 y=0,752x + 57,034  0,8114 nd*
F3.RES 27,11 43,78 58,56 77,46 81,59 y=0,6523x + 37,829  0,7568 nd*
F4.RES 39,66 55,17 65,76 71,63 79,28 y=0,4345x + 48,829  0,7387 nd*

*nao determinado.

Conforme demonstrado na Tabela 16, tanto as solu¢cdes de RES, quanto as solucdes das
formulagdes testadas (F1.RES a F4.RES) demonstraram atividade inibitéria positiva da enzima
tirosinase. Entretanto, a linearidade das curvas obtidas entre as concentragoes das solucoes de
RES e das formulagdes com a porcentagem de inibi¢do da atividade da enzima tirosinase para o
calculo do IAsy ndo foram significantes (R*> 0,90). Assim, ndo foi possivel fazer uma analise
do IAsp tanto para o RES em solucdo quanto incorporado nas formulagdes contendo

nanoparticulas lipidicas solidas.
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O 4cido kojico foi adotado como controle positivo da inibi¢ao da reacdo, pois se sabe que é
um potente inibidor da enzima tirosinase in vitro (SANDOVAL, 1999). Além disso, é um
composto utilizado como clareador da pele, apresentando pouca agdo citotoxica, além de ser
hidrossoluvel e nao se oxidar facilmente em contato com o ar (SU, 1999; SANDOVAL, 1999).

Verifica-se que a solugcdo de RES, bem como as formula¢des F1.RES; F2.RES e F4.RES
apresentaram maior porcentagem de inibicdo da enzima tirosinase, quando comparado com a
solucao de acido kojico a 5,0 pg/mL, assim como as formulagdes F1.RES e F2.RES a 10,0
pg/mL mostraram ser mais eficazes que o acido kojico na mesma concentracdo. A formulagao
F3.RES a 5,0 pg/mL demonstrou eficicia semelhante ao acido kojico a 5,0 ug/mL, o mesmo
ocorreu comparando a formulagdo F4.RES a 10,0 pg/mL com o &cido kdjico a 10,0 pg/mL.
Porém, foi observado menor agdo sobre a enzima tirosinase pelas formulacdes F3.RES e
F4.RES a 10,0 pg/mL quando comparado com solu¢do de acido kdjico nesta concentragdo
(Tabela 15 e Tabela 16).

A solucdo de RES a 5,0 pg/mL inibiu 1,87 vezes mais a enzima tirosinase que a solugdo de
acido kdjico a 5,0 pg/mL e a solugdo de RES a 10,0 pg/mL inibiu 1,10 vezes mais que a
solugdo de acido kdéjico a 10,0 pg/mL. As formulagdes F1.RES e F2.RES a 5,0 pg/mL inibiram
2,61 e 2,20 vezes, respectivamente, mais a enzima tirosinase que a solugdo de acido kojico na
mesma concentracdo. A formulacdo F1.RES, quando em solugdo a 10,0 pg/mL, inibiu a enzima
tirosinase 1,55 vezes mais que o acido kdjico na mesma concentragao.

A formulacdo F1.RES, quando comparada com o RES livre, promoveu maior inibi¢do da
enzima tirosinase, sendo que inibiu 1,39 vezes mais que o RES livre quando em solugdes a 5,0
pg/mL, 1,41 vezes mais quando em solucdo a 10,0 ug/mL, 1,61 vezes mais quando em solugao
a 20,0 pg/mL, 2,23 vezes mais quando em solucdo a 40,0 pg/mL e 1,79 vezes mais quando em

solucdo a 80,0 pg/mL. Para a formulacdo F2.RES observa-se que nem todas as concentragdes
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das solugdes preparadas com F2.RES foi superior a solu¢do de RES livre, sendo que para a
solucao a 5,0 pg/mL, F2.RES foi 1,17 vezes mais eficaz que a solugao de RES livre na mesma
concentragdo. Porém, nas concentragdes de 10,0 ug/mL e 20,0 pg/mL, a F2.RES foi semelhante
ao RES livre, nas mesmas concentracdoes, na inibicdo da enzima tirosinase. Ja, nas
concentragdes 40,0 ug/mL e 80,0 ug/mL, F2.RES foi 1,54 ¢ 1,47 vezes mais eficaz que a
solugdo de RES livre, nas mesmas concentragdes, na inibi¢do da enzima tirosinase,
respectivamente. Tanto a formulagdao F3.RES, quanto a formula¢ao F4.RES se mostraram mais
eficazes na inibi¢do da enzima tirosinase apenas quando em solucdo a 40,0 ug/mL e a 80,0
pg/mL. Para a formulacdo F3.RES, apresentou ser 1,13 e 1,10 vezes mais eficaz na inibi¢cdo da
enzima que o RES livre quando em solugdo de 40,0 pg/mL e 80,0 pg/mL, respectivamente. E, a
formulacao F4.RES foi 1,05 e 1,07 vezes mais eficaz na inibicdo da enzima tirosinase que a
solucdo de RES livre quando em solugdo a 40,0 pg/mL e 80,0 pg/mL, respectivamente.
Verifica-se ainda que a formulacdo F1.RES a 40,0 pg/mL foi a que apresentou maior
inibi¢do da enzima tirosinase, 152,75%. Ja a formulacdo F3.RES a 5,0 pg/mL foi a que

apresentou menor inibi¢do da enzima tirosinase, 27,11%.
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VI. CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios de caracterizagdes fisico-quimicas realizadas, como o tamanho
médio, indice de polidispersibilidade e potencial zeta dos NLSs, mostrou que as formulagdes
compostas por estearato de polioxietileno (40) apresentaram menor diametro médio quando
comparadas com as compostas por acido estedrico. O acréscimo de fosfatidilcolina de soja
promoveu aumento do indice de polidispersidade das amostras, com excecdo apenas da
formulacao F1.

As analises de calorimetria demostraram que houve deslocamento dos picos cristalinos do
estearato de polioxietileno (40) e do poloxamer 407 nas NLSs, sugerindo mudanga de
polimorfos. Pode-se verificar ainda auséncia dos picos de fusdo do RES nas formulagdes.

O método analitico desenvolvido para a quantificagdo do trans-resveratrol se mostrou
satisfatorio em relagdo a RDC n° 899/2003 e pode ser aplicado nas andlises de RES
encapsulado em nanoparticulas.

Os resultados do ensaio de liberagdo de RES in vitro mostrou que as formulagdes
analisadas apresentaram cinéticas de liberagcdo segundo o modelo matematico Weilbull, o que
indica a ocorréncia de um mecanismo complexo de liberagdo, envolvendo, simultaneamente, o
relaxamento das cadeias poliméricas e a erosdo do polimero, além da presenca de acido
estearico formar uma matriz porosa que conforme o farmaco se dissolve, a porosidade da
matriz aumenta, promovendo liberacdo modificada do farmaco. J& o estearato de polioxietileno
(40) ¢ capaz de promover alta taxa de liberagdo de RES, devido ao aumento da solubilidade do

farmaco em agua.
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O ensaio de permeacdo cutanea in vitro do RES demonstrou que as formulagdes que nao
possuiam fosfatidilcolina de soja na sua composi¢ao apresentaram maior permeag¢ao cutanea do
que as formulagdes que continham a fosfatidilcolina de soja. Além disso, verificou-se que o
diametro médio nao influenciou a permeacgdo do RES.

Verifica-se que a solu¢do de RES, bem como as NLS acrescidas de RES apresentaram
maior porcentagem de inibi¢ao da enzima tirosinase, quando comparado com a solu¢do de
acido kojico.

Os resultados da microscopia (MEV-FEG) sugerem que o método de produgdo por
sonicacao aplicado neste trabalho produz material com distribui¢do nanométrica de particulas
com morfologias bem distintas, sendo observada nas fotomicrografias a formacdo de
nanoparticulas com diametros entre 20 a 150 nm.

As metodologias testadas para a quantificacdo do RES encapsulado nas NLS ndo
obtiveram resultados satisfatorios na separacdo do RES encapsulado do RES livre. Assim, ndo
foi possivel a quantificagdo e a analise da eficiéncia de encapsulagao.

Os resultados obtidos sugerem que as formulagdes desenvolvidas e analisadas podem ser
utilizadas para incorporagdo do RES, visando aumentar a sua eficicia terapéutica no tratamento
do melanoma, sendo que a formulagdo preparada com &cido estedrico e fosfatidilcolina
(F2.RES) foi a que apresentou resultados mais promissores, uma vez que as formulagdes
contendo 4&cido estedrico foram as que apresentaram maior liberagdo do RES e o acréscimo de
fosfatidilcolina na formulagdo promoveu menor permeacdo do RES, fazendo com que o RES

fique localizado em camadas mais superficiais da pele, onde esta localizado o melanoma.
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VIII. ANEXOS

Anexo A - Desenvolvimento das NLSs preparadas por diferentes metodologias: sonicacio,
homogeneizador de alta pressao e sonicacio + homogeneizador de alta pressao

Foram desenvolvidas 9 formulacdes, as quais continham 3% de material graxo (4cido
estedrico) e 1,5% de tensoativo (fosfatidilcolina de soja + poloxamer 407), sendo que a
concentracdo de material graxo foi fixa para todas as formulagdes, variando-se apenas as

concentracoes de tensoativo, conforme descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Formulacdes testadas pelos 3 diferentes métodos.

Concentracoes (%)

Acido Fosfatidilcolina  Poloxamer Agua
Metilparabeno Propilparabeno

estearico de soja 407 Mili Q
F1 3,0 0,15 1,35 0,18 0,02 qsp*
F2 3,0 0,30 1,2 0,18 0,02 qsp*
F3 3,0 0,45 1,05 0,18 0,02 qsp*
F4 3,0 0,60 0,90 0,18 0,02 qsp*
F5 3,0 0,75 0,75 0,18 0,02 qsp*
F6 3,0 0,90 0,60 0,18 0,02 qsp*
F7 3,0 1,05 0,45 0,18 0,02 qsp*
F8 3,0 1,20 0,30 0,18 0,02 qsp*
F9 3,0 1,35 0,15 0,18 0,02 gsp*

*qsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.
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As formulagdes foram preparadas utilizando 3 diferentes métodos, conforme descrito na

metodologia do item 4.2.1. Desenvolvimento das NLSApos o preparo as formulagdes foram

avaliadas quanto ao diametro médio e a polidispersidade, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio padrao do didmetro médio (nm) e da polidispersidade das

formulacdes preparadas através da sonicacdo, homogeneizador de alta pressdo e a associacao

do sonicagdo + homogeneizador de alta pressao.

Sonicacio Homogeneizador Sonicac¢io + Homogeneizador
DM (nm) Pdl DM (nm) PdI DM (nm) PdI

F1 921,5+ 11,04 0,24 +£0,03 1260,33 +£57,36 0,28 £0,02 1713 +£24,58 0,43+0,13
F2 1088 + 6,56 0,31 +0,01 1422 + 48,28 0,30+0,03 1851,33+68,12 0,44 +0,02
F3 1056,67 £25,58 0,39 +£0,05 1435+ 33 0,43+0,05 1522,33+28,09 0,52+0,13
F4 1073 + 44,51 0,47 £0,09 810,4 + 33,30 0,29+0,03 890,77 +25,13 0,33 +0,07
F5 1169 + 33,87 0,59 + 0,09 868,3 + 18,89 0,40+0,06 919,77+39,05 0,54 +0,07
F6 1089,33+44,84 0,62 +0,09 695,43 + 4,65 0,58 +£0,07 825,37+23,28 0,41+0,12
F7 1338,67+59,01 0,84+0,13 720,63 +£28,47 0,57+0,06 Floculou Floculou
F8 Floculou Floculou 652,93 +£ 21,71 0,49 £0,06 Floculou Floculou
F9 Floculou Floculou 679,6 £ 9,24 0,46 0,12 Floculou Floculou

Verificou-se que, em relagdo ao didmetro médio das particulas, as formulacdes F1; F2 e

F3 preparadas com a metodologia de sonicagdo foram as que apresentaram menor didmetro

médio.
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O indice de polidispersilidade ¢ um parametro para definir a distribui¢do do tamanho das
particulas. Amostras com ampla distribuicdo de tamanho das particulas apresentam indice de
polidispersao > 0,7 (NIDHIN et al., 2008). Para um indice de polidispersidade de 0.4
considera-se distribuicdo de tamanho de particula muito polidisperso e presenca de
aglomerados na dispersao. Ja, para um indice de polidispersidade de 0,2 considera-se tamanhos
pouco polidisperso de particulas (KRAUSE et al., 2010).

Verifica-se nos resultados (Tabela 2) que apenas a formulagao F1 apresentou indice de
polidispersidade préoximo de 0,2, demonstrando ser a formulagdo com tamanho de particula
menos polidisperso, quando comparada com as demais formulagcdes testadas, que utilizaram a
mesma metodologia de preparo, a sonicagao.

Em relagdo as formulagdes preparadas utilizando o homogeneizador de alta pressao.
Verifica-se que, em relagao ao didmetro médio das particulas, as formulagdes apresentaram
reducdo do didmetro médio com o aumento da concentracdo de fosfatidilcolina de soja, sendo
que a formulacdo que apresentou menor didmetro médio foi a F8 com 652,93+21,71 nm.
Embora esta técnica tenha apresentado menor diametro médio quando comparado com a
sonicagdo, as formulacdes apresentaram indice de polidispersidade > 0,4, mostrando que a
distribuicdo das particulas, muito polidisperso podendo apresentar aglomerados (KRAUSE et
al., 2010).

Os resultados referentes a andlise das formulagdes preparadas utilizando sonicagdo
associado ao homogeneizador de alta pressdo, mostra que as formulagdes preparadas por
sonicac¢do associadas ao homogeneizador de alta pressdo apresentaram redugdo do diametro
médio com o aumento da concentragdo de fosfatidilcolina de soja, sendo que a formulagdo que
apresentou menor didmetro médio foi a F6 com 825,37£23,28 nm. Esta técnica ndo foi

adequada para produzir as nanoparticulas lipidicas sélidas, com essas matérias-primas
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utilizadas, pois produziu formula¢des com particulas com diametro médio alto, maior do que
aquelas empregando a sonicacao € a homogeneizacao de alta pressao isolados. Além disso, as
formulacdes apresentaram indice de polidispersidade > 0,3, mostrando que a distribuicao das
particulas muito polidispersas, podendo apresentar aglomerados (KRAUSE et al., 2010).

De acordo com os resultados obtidos, concluiu-se que o melhor método para o preparo
das nanoparticulas lipidicas solidas foi a sonicacdo. Esta técnica ndo apresentou as particulas
com menor didmetro médio, mas produziu dispersdes pouco polidispersas.

Devido ao fato dos resultados de diametro médio das particulas nao terem sido
satisfatorios, buscou-se alternativas para atingir o objetivo de produzir NLS com didmetro
médio de, aproximadamente, 25 nm.

Mei e colaboradores (2003) conduziu um estudo que teve como objetivo desenvolver
NLS para incorporar triptolida para aplicacdo topica. A formulacdo desenvolvida pelos
pesquisadores utilizava 5,0% de 4acido esteérico; 1,2% de fosfatidilcolina de soja ou 1,2% de
poloxamer 188 e 3,6% PEG 400 MS. O diametro médio da NLS formulada com fosfatidilcolina
foi 157 nm + 1,2 e da NLS formulada com o poloxamer 188 foi 173+2,3 nm.

Outro estudo realizado por Henderson e colaboradores (2011) desenvolveu NLS
utilizando uma mistura de 4cido estearico, estearato de polioxietleno (40) e Myrj® 56
(poly(ethylene glycol)-100-stearate). As nanoparticulas lipidicas s6lidas formadas apresentaram
diametro médio de, aproximadamente, 100 nm.

Assim, foram desenvolvidas 13 novas formulagdes, utilizando o acido estearico ou o
estearato de polioxietileno (40) ou a mistura dos dois, além disso, inicialmente utilizou-se

apenas o poloxamer 407 como tensoativo, conforme demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Formula¢des desenvolvidas.

Concentracoes (%)

Acido Estearato de Poloxamer Metilparabeno Propilparabeno  Agua

estearico Polioxietileno (40) 407 Mili Q
F10 2,75 0,25 1,5 0,18 0,02 qsp*
F11 2,75 0,25 2,0 0,18 0,02 qsp*
F12 2,72 0,25 2,5 0,18 0,02 qsp*
F13 3,0 - 1,5 0,18 0,02 qsp*
F14 3,0 - 2,0 0,18 0,02 qsp*
F15 3,0 - 2,5 0,18 0,02 qsp*
F16 - 3,0 1,5 0,18 0,02 qsp*
F17 - 3,0 2,0 0,18 0,02 qsp*
F18 - 3,0 2,5 0,18 0,02 qsp*
F19 - 5,0 3,0 0,18 0,02 qsp*
F20 - 5,0 3,5 0,18 0,02 qsp*
F21 - 5,0 4,0 0,18 0,02 qsp*
F22 25 2,5 2,5 0,18 0,02 qsp*

*gsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.

As formulagdes foram preparadas utilizando o método de sonicacdo, conforme descrito

na metodologia do item 4.2.1. Apds o preparo as formula¢des foram avaliadas quanto ao
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didmetro médio e a polidispersidade, conforme demonstrado na Tabela 4. As formulagdes F10
a F13 e F15 e F22 nao foram analisadas, pois elas demonstraram-se instaveis, apresentando
separacao de fases.

Tabela 4. Média e desvio padrao do didmetro médio (nm) e da polidispersidade das

formula¢des desenvolvidas.

Formulagoes Didmetro Médio (nm) Polidispersidade
F14 834,93 + 3,95 0,247 £0,013
F16 81,32 +39,78 0,264 + 0,088
F17 69,99 + 45,31 0,206 + 0,041
F18 30,61 £6,11 0,439 + 0,031
F19 26,25 £0,34 0,423 £0,015
F20 20,72 £ 0,53 0,324 + 0,075
F21 35,69 £9,92 0,230+ 0,121

Os resultados demonstram que a adi¢do de estearato de poloxietileno (40) na formulagao
promoveu a reducdo do didmetro médio. A formulacdo F14 é composta apenas por 3,0% de
acido estearico e apresentou diametro médio de 834,93+3,95 nm, semelhante ao resultado
obtido pelas primeiras formulacdes preparadas. As formulagdes F16, F17 e F18, que foram
preparadas utilizando apenas 3,0% estearato de polioxietileno (40) apresentaram significativa
redu¢do do didmetro médio das particulas, sendo 81,32439,78 nm, 69,99+45,31 nm e
30,61+6,11 nm, respectivamente. As formulagdes F19, F20 e F21, compostas por 5,0% de
estearato de polioxietileno (40), apresentaram o menor didmetro médio de particulas, a saber,

26,25+0,34 nm, 20,724+0,53 nm e 35,69+9,92 nm, respectivamente. Estes valores atingiram o
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valor de diametro médio esperado de 25 nm. Porém, o indice de polidispersidade obtido para
estas formulagdes (F19, F20 e F21) foram 0,423+0,015, 0,324+0,075 e 0,230+0,121,
respectivamente, mostrando que a distribuicdo das particulas foi muito polidispersa, podendo
apresentar aglomerados (KRAUSE et al., 2010).

Selecionaram-se as formulagdes F19, F20 e F21, pois apresentaram os menores diametros
médios (Tabela 4) e as mesmas foram submetidas a duas outras condigdes de banho: 1.
Sonicadas utilizando banho de gelo durante o preparo e 2. Sonicadas e apos a dispersao
resfriadas em banho de gelo. De acordo com o método de preparo elas foram nomeadas de
F19.1, F20.1 e F21.1, para as formulagdes F19, F20 e F21 preparadas por sonicagdo utilizando
banho de gelo durante o preparo e F19.2, F20.2 e F21.2, para as formulacdes F19, F20 e F21

sonicadas e ap6s a dispersdo resfriada em banho de gelo (Tabela 5).

Tabela 5. Formula¢des selecionadas e submetidas a diferentes condi¢cdes de banho.

Formulagao Método de Preparo

F19 Sonicagdo e amostras resfriadas a temperatura ambiente
F19.1 Sonicagdo utilizando banho de gelo durante o preparo
F19.2 Sonicadas e ap6s a dispersao resfriada em banho de gelo

F20 Sonicagdo e amostras resfriadas a temperatura ambiente
F20.1 Sonicagdo utilizando banho de gelo durante o preparo
F20.2 Sonicadas e ap6s a dispersao resfriada em banho de gelo

F21 Sonicagdo e amostras resfriadas a temperatura ambiente
F21.1 Sonicagao utilizando banho de gelo durante o preparo
F21.2 Sonicadas e apds a dispersao resfriada em banho de gelo

)
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O valor do diametro médio e a polidispersidade estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6. M¢édia e desvio padrao do didmetro médio (nm) e da polidispersidade das
formulacdes F19, F20 e F21 preparadas utilizando sonicagdo e duas condigdes diferentes de
banho: Sonicadas utilizando banho de gelo durante o preparo; 2.Sonicadas e apds a dispersao

resfriada em banho de gelo.

Formulacgoes Diametro Médio (nm) Polidispersidade
F19.1 20,10 £ 7,187 0,250 + 0,05
F20.1 21,75 £ 7,940 0,210 £0,17
F21.1 18,69 + 5,300 0,381 + 0,03
F19.2 18,35+ 5,022 0,233 £ 0,06
F20.2 626,70 + 259,5 0,299 + 0,02
F21.2 19,87 +£2,763 0,359 £ 0,06

Os resultados demonstraram que o modo de preparo influenciam pouco no didmetro
médio das particulas, com exce¢do apenas da formulagdo F20.2, que apresentou grande
aumento no didmetro médio das particulas. O didmetro médio alterou de 20,72+0,53 nm
(formulagdo preparada por sonicacdo e a dispersdo resfriada a temperatura ambiente - F20;
Tabela 4) e 21,754+7,94 nm (formulag@o preparada com banho de gelo - F20.1; Tabela 6) para
626,7£259,5 nm (formulacdo preparada por sonicagdo e a dispersdo resfriada em banho de gelo
- F20.2; Tabela 6).

J4, em relacdo a polidispersidade, observa-se que as formulagdes que utilizaram o banho

de gelo durante a sonicagcdo apresentaram menores valores de polidispersidade, a saber,
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0,250+£0,05 e 0,210+0,17, referentes a formulacdo F19.1 e F20.1, respectivamente,
apresentando uma distribui¢ao pouco polidispersa.

Selecionou-se entdo a formulagdo F20.1, por apresentar didmetro médio reduzido e
menor polidispersidade, para ser acrescida a fosfatidilcolina de soja, a qual passou a ser
chamada de F20.1f (Tabela 7). A fosfatidilcolina de soja foi adicionada com o objetivo de
aumentar a estabilidade da NLS e também promover maior eficiéncia de encapsulacao de
farmacos lipofilicos, como o RES. Os resultados do valor do didmetro médio (nm) e

polidispersidade estao descritos na Tabela 8.

Tabela 7. Formulacdes selecionadas.

Concentracoées (%)

Fosfatidilco- Estearato de Poloxamer Metilparaben Propilparabeno Agua

lina de Soja  Polioxietileno (40) 407 0 Mili Q
F20.1 - 5,0 3.5 0,18 0,02 qsp*
F20.1f 1,2 5,0 3,5 0,18 0,02 qsp*

*gsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.

Tabela 8. Média e desvio padrdo do diametro médio (nm) e da polidispersidade das

formulagdes.
Formulagoes Didmetro Médio (nm) Polidispersidade
F20.1 21,75 £ 7,940 0,210+ 0,17
F20.1f 40,83 + 7,33 0,468 £ 0,102

)
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A adicao da fosfatidilcolina de soja promoveu aumento no didmetro médio das particulas
de 21,75+7,940 nm (F20.1) foi para 40,83+7,33 nm (F20.1f). Houve também aumento da
polidispersidade da formulacdo de 0,210 + 0,17 (F20.1) para 0,468 + 0,102 (F20.1f). O
aumento no didmetro médio das particulas com a adi¢ao de fosfatidilcolina de soja foi contrario
aos resultados obtidos por Schwarz e colaboradores (1994). Os pesquisadores observaram que
o aumento na concentracao de fosfatidilcolina de soja promoveu redugao no diametro médio
das particulas. Porém, estes mesmo pesquisadores observaram que o aumento da concentracao
de fosfatidilcolina de soja promoveu aumento no indice de polidispersidade das formulacdes,
semelhante ao observado nos nossos estudos (SCHWARZ et al., 1994).

O mesmo foi observado por Akhtar & Pathak (2012), que verificaram que altas
concentragdes de lecitina de soja promoveram indice de polidispersidade menor,
provavelmente devido a acdo tensoativa da lecitina de soja (AKHTAR; PATHAK, 2012).

Um estudo demonstrou que as lecitinas de soja podem apresentar concentragdes
diferentes de acidos graxos mono e poli-insaturados. O aumento das taxas de 4cidos graxos
monoinsaturados aumenta o tamanho das particulas. Além disso, a taxa de 4cidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa diminui o tamanho das particulas e aumenta o indice de

polidispersidade (ZHANG et al., 2012).
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Anexo B - Validacio da metodologia analitica para a quantificacdo de RES por

espectroscopia ultravioleta

Para a validagdo da metodologia analitica para a quantificagdo do RES foi fixado o
comprimento de onda de 306 nm. O método foi validado de acordo com os parametros
estabelecidos pela Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH, 2005) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003), dentre eles: linearidade, precisao,

especificidade, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo e precisao.

Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra. A Figura 1 demonstra a
curva analitica do RES.

A determinacdo da linearidade e intervalo foi executada em triplicata, através da
elaboragdo de curvas analiticas. Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitdvel do
coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica ¢ de 0,99 (BRASIL, 2003), sendo obtido um
valor médio de 0,9998 no experimento.

A curva obtida demonstrou que os resultados da metodologia analitica sdo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra.

A faixa de trabalho (concentragdo na aliquota de analise 0,1 a 9 ug/mL) possibilitou
detectar o RES e a resposta do detector de ultravioleta conservou-se linear. A Figura 1
representa a curva analitica utilizada na conversdo entre as areas obtidas e a concentra¢do do

ativo.
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Figura 1. Curva analitica do RES por espectroscopia ultravioleta.

Precisao

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos da repetitibilidade do método, a qual foi verificada
pela andlise de 3 concentragdes (1, 4 ¢ 9 pg/mL), em triplicata (n=3) de cada concentracdo, em

3 dias diferentes.
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Tabela 9. Resultados da avaliacdo da precisdo para a repetibilidade (precisdo intra-corrida).

AREA DOS PICOS
1° Dia 2° Dia 3° Dia
Concentracio teodrica

1pg/mL 4pg/mL  9pg/mL 1pg/mlL 4pg/mL 9pg/mL 1pg/mlL 4pg/mlL  9pg/mL
n=1 0,11432  0,45793 1,021 0,1277 0,45206 1,0162 0,11048  0,42435  0,98518

n=2 0,11727  0,45816 1,0361 0,11939  0,45014 1,0298 0,11519  0,43482 1,0085

n=3 0,1216 0,45816 1,0361 0,11939  0,45014 1,0298 0,11519  0,43482 1,0085

Meédia 0,11773  0,45886 1,03127 0,12249  0,44881 1,0252 0,11511  0,43089 1,0005

Desvio Padrao 0,0037 0,00141 0,0089 0,0045 0,0041 0,0078 0,0046 0,0057 0,0132

DPR 3,11 0,31 0,86 3,70 0,91 0,76 3,98 1,32 1,33
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A Tabela 10 mostra os resultados obtidos da precisdo intermediaria do método, a qual foi
verificada através da anélise de 3 concentracdes (1, 4 ¢ 9 ug/mL) em triplicata (n=3) de cada

concentracao em 3 dias diferentes.

Tabela 10. Resultados da avaliagcdo da precisdo intermediaria (precisao inter-corridas).

AREA DOS PICOS
Concentracio
1 pg/mL 4 pg/mL 9 pg/mL
tedrica
Meédia dia 1 0,11773 0,45886 1,03127
Meédia dia 2 0,12249 0,44881 1,0252
Média dia 3 0,11511 0,43089 1,0006
Média 0,11844 0,44619 1,0191
Desvio Padrao 0,00493 0,01278 0,0167
DPR 4,16 2,86 1,63

O desvio padrao relativo (DPR) obtido na avaliacdo da precisdo do método ¢ adequado
(menor que 5,0%), podendo atribuir ao método analitico alto grau de concordancia entre os

resultados quando realizados sob as mesmas condic¢des experimentadas neste estudo.

Exatidao
A Tabela 11 mostra os resultados obtidos da recuperagao do método, a qual foi
verificada através da andlise de 3 concentracdes (1, 4 ¢ 9 ug/mL) em triplicata (n=3) de cada

concentracao.
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Tabela 11. Resultados da avaliagdo da exatidao.

CONCENTRACAO EXPERIEMNTAL

Concentragao
o 1 pg/mL 4 ng/mL 9 ug/mL
teorica
n=1 0,11773 0,45886 1,03127
n=2 0,11249 0,44881 1,0252
n=3 0,11511 0,43089 1,0006
Média 0,11511 0,44619 1,01901
Desvio Padrao 0,00262 0,01417 0,01626
Exatidao 103,65+232 101,72+3,14 101,58 +1,60

* Através da equacdo da reta (y=0,1129x - 0,0132) determinou-se a concentragdo

experimental.

A exatidao obtida na avaliagdo do método ¢ adequado, podendo atribuir ao método
analitico alto grau de concordancia entre os resultados quando realizados sob as mesmas

condi¢cdes experimentadas neste estudo.

Limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os valores calculados para o limite de deteccdo e de quantificacdo demonstram alta
sensibilidade e especificidade do método para a determinacdo do RES. Foram encontrados 0,34
pg/mL para o limite de deteccdo e 1,18 pg/mL para o limite de quantificacio (Tabela 12).

Nao foi necessario realizar testes experimentais para comprovar os resultados calculados,
visto que o método desenvolvido ndo tem o objetivo de detectar concentragdes minimas, como,
por exemplo, em um estudo forense. A finalidade principal do método consiste em analisar

formulagdes farmacéuticas que apresentam quantidades terapéuticas de RES.
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Tabela 12. Resultados do limite de detecgao e de quatificacao do trans-resveratrol.

Equacao da reta

Inclinagio (a)

Intercepto (b)

Dia 1 y=0,1119x + 0,0002 0,1119 0,0002
Dia 2 y=0,1121x + 0,019 0,1121 0,019
Dia 3 y=0,1103x + 0,0256 0,1103 0,0256
Meédia 0,11143 0,01493
Desvio Padrao 0,00098 0,01318
LD 0,34 pg/mL
LQ 1,18 pg/mL
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