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RESUMO

A exposigao diaria da pele a radiagao ultravioleta pode causar dano direto ao DNA e
ocasionar a proliferagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), conduzindo ao
desequilibrio entre estes radicais livres e as enzimas antioxidantes presentes na
epiderme, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx). Este desequilibrio leva a um estado definido como estresse
oxidativo, o qual pode ser adiado e até mesmo tratado por meio da utilizagdo de
produtos com propriedades antioxidantes. Pesquisas tém demonstrado varios
efeitos benéficos do frans-resveratrol (RES) a saude humana, dentre eles a sua
acao antioxidante e anti-infllamatéria, podendo ser um importante aliado na
prevencdo e tratamento de desordens cutdaneas como o fotoenvelhecimento,
hiperpgmentacdo e cancer de pele. Entretanto, algumas propriedades fisico-
quimicas como limitada solubilidade aquosa, dificultam a sua eficiéncia na terapia
cutanea, uma vez que possui baixa penetracdo na pele. Dessa forma, a utilizagao
de sistemas de liberacido nanoestruturados para administracido cutanea do RES,
como o sistema liquido-cristalino (SLC), seria extremamente viavel a fim de localizar
o farmaco em seu sitio-alvo, modulando sua ag¢ao e reduzindo possiveis efeitos
colaterais, além de aumentar a sua penetracdo através do estrato cérneo. Os
objetivos deste trabalho foram desenvolver SLC para incorporacédo do RES e
caracteriza-los por meio de microscopia de luz polarizada (MLP), espalhamento de
raios-X de baixo angulo (SAXS), analise de perfil de textura e reologia. Foram
realizados ensaios de liberagéo, retengcéo e permeagao in vitro empregando pele de
modelo animal. Avaliou-se ainda a eficacia anti-inflamatdria e antioxidante in vivo de
RES incorporado nas formulagbes pelos seguintes ensaios: edema cutaneo,
atividade da mieloperoxidase (MPO), secrecdo-atividade da metaloproteinase-9
(MMP-9) e IL-10, dosagem de GSH, FRAP, ABTS, catalase, hidroperoxidos lipidicos
e producao do anion superoxido. Os pontos de trabalho foram selecionados fixando-
se a fase aquosa - FA (dispersdo de Carbopol® 974 0,5%) em 25% e variando-se o
tensoativo — silicone DC® 5329 (T) e a fase oleosa — silicone DC® 193 (FO). De
acordo com os resultados de MLP e SAXS, as formulagdes apresentaram estrutura
lamelar e se comportaram como um fluido ndo newtoniano, pseudoplastico e
tixotropico. Além disso, os estudos reolégicos demonstraram que as formulagdes
possuem certo grau de estruturagcdo. Na analise do perfil de textura e bioadesao in
vitro, as formulagdes desenvolvidas foram bioadesivas e apresentaram
espalhabilidade na pele. Estudos de citotoxicidade realizados com células Caco-2 e
SV-80 evidenciaram que os componentes da formulacido ndo sao citotdxicos. Os
ensaios de liberacdo, permeacgao e retengao cutanea in vitro evidenciaram pequena
liberagéo, permeacéao e retencao cutanea para o RES incorporado em F1 (25% FA,
55% T e 20% FO). Nos ensaios in vivo observou-se que o RES incorporado nesta
formulacdo possui elevada capacidade anti-inflamatéria e antioxidante. Os
resultados obtidos sugerem que este sistema contendo RES, em virtude das
caracteristicas estruturais, acitotdxicas, antioxidantes e anti-inflamatérias, €
promissor para utilizagdo no tratamento de desordens cutdneas decorrentes do
estresse oxidativo.

Palavras Chave: sistemas liquido-cristalinos, nanotecnologia farmacéutica, trans-
resveratrol, fotoenvelhecimento, estresse oxidativo.
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ABSTRACT

The daily exposure of the skin to ultraviolet radiation can cause direct damage to
DNA and cause the proliferation of reactive oxygen species (ROS), which leads to
an imbalance between free radicals and antioxidant enzymes in the epidermis, such
as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx).
This imbalance leads to a state of oxidative stress and consequently to photoaging,
which can be delayed and even treated by the use of products with antioxidant
properties. Researches have shown many beneficial effects of tfrans-resveratrol
(RES) to human health, including its antioxidant and anti-inflamatory actions. It can
be an important ally on prevention and treatment of cutaneous desorders like
cutaneous aging, hyperpigmentation and cacinogenesis. However, some of their
physicochemical properties, such as Ilimited aqueous solubility, make their
effectiveness on therapeutic cutaneous more difficult since it has low penetration into
the skin. Thus, the use of nanostructured delivery systems for cutaneous
administration of the RES, such as liquid-crystalline systems (LCS) would be
extremely viable in order to locate the active ingredient in its site of action,
modulating their action and reducing possible side effects, and increasing their
penetration through the stratum corneum. The objectives of this work are to develop
LCS to incorporate the RES and to characterize them by means of polarized light
microscopy, small-angle x-ray scattering (SAXS), texture evaluation and rheology. It
was done release, retention and permeation tests using skin of an animal model. It
was evaluated in vivo RES anti-inflammatory and antioxidant efficacy by following
tests: edema, myeloperoxidase activity, cytokines levels, matrix metallopro-tease-9
(MMP-9) secretion/activity, reduced glutathione (GSH), FRAP, ABTS, catalase
activity, lipid peroxidation and superoxide anion. The working points were selected
settling the aqueous phase - FA (Carbopol ® 974 dispersion 5%) by 25% and
varying the surfactant (T ) - silicon DC® 5329 (T) and the oil phase — silicon DC® 193.
According to the results of SAXS and MLP , the formulations showed lamellar
structure and behave as non- Newtonian fluid , pseudoplastic and thixotropic .
Additionally, rheological studies have demonstrated that the formulations have highly
structured. In texture profile analysis and in vitro bioadesion assays, the developed
formulations were bioadhesion and showed skin spreadability. Cytotoxicity studies
performed with Caco- 2 and SV -80 cells showed that the formulation components
are non-cytotoxic. The tests of in vitro release, permeation and skin retention
showed little release, permeation and skin retention for RES incorporate into F1
(25% WP, 55% S e 20% OP). On in vivo tests it was noted that the RES
incorporated into this formulation had a high anti-inflammatory and antioxidant
capacity. The results suggest that this system with RES, due to structural, and non-
cytotoxic features, anti-inflamatory and antioxidant efficacy, is promising for use in
the treatment of skin disorders resulting from oxidative stress.

Keywords: Liquid-crystalline systems, pharmaceutical nanotechnology, trans-
resveratrol, photoaging, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A exposigao da pele a diversos agentes externos pode causar sérios danos e
contribuir para o desenvolvimento de varias doengas cutaneas. A radiagdo solar
ultravioleta (UV) é dividida, de acordo com o comprimento de onda, em trés regides:
UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280nm), sendo que esta ultima
€ absorvida pela camada de ozbénio da atmosfera da Terra e, portanto, o seu papel
na patogénese humana é minimo (SKOBOWIAT et al., 2011). A radiacdo UVA é
mais penetrante que a UVB e induz a formagédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) que, por sua vez, interagem com proteinas e lipideos ocasionando
alteracbes na fungdo celular e mutacbées no DNA. Ja a radiacdo UVB ¢é a
responsavel por varios danos imediatos a pele, como por exemplo, inflamacéo,
queimadura e hiperpigmentacdo. Além disso, causa dano direto ao DNA e também
ocasiona a proliferagdo de EROs (MONTAGNER & COSTA, 2009; KATIYAR, 2008).

Os efeitos da energia solar sobre a pele sdo determinados pela dose e
duragéo da exposicao aos raios UV, pela area exposta e pré-disposigdo genética do
individuo (VOLKMER & GREINERT, 2011). Os efeitos nocivos dessa radia¢ao sobre
a pele podem ser imediatos, como queimaduras e prurido, ou crbnicos, como
fotoenvelhecimento, hiperpigmentacao e cancer de pele (VENDITTI et al., 2011).

De acordo com Chang et al. (2010), a radiagdo UV tem sido associada a
crescente incidéncia de cancer de pele ao redor do mundo. Desde 1940, houve
crescimento de 600% nos casos de cancer de pele nao-melanoma e melanoma
(HATFIELD et al., 2009). O carcinoma do tipo ndao melanoma é o mais frequente no
Brasil e corresponde a 25% dos tumores malignos, apresentando alto percentual de
cura e baixa mortalidade. Ja o carcinoma do tipo melanoma é o mais grave devido a
sua alta possibilidade de metastase, porém, corresponde a 4% das neoplasias
malignas registradas no pais (INCA, 2012).

Estudos anteriores demonstraram que o trans-resveratrol (RES) atua como
um importante aliado na prevengao e no tratamento de desordens cutdneas, como a
carcinogénese, e também pode auxiliar no tratamento e prevengdo do
fotoenvelhecimento. Além disso, este composto natural apresenta outros efeitos
benéficos a saude humana, tais como atividade antioxidante, anti-inflamatoéria, acao

cardioprotetora, que inclui supressao da peroxidagao lipidica e da sintese de
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eicosanoides, inibicdo da agregagao plaquetaria e agao vasorrelaxante (NDIAYE et
al., 2011; AGGARWAL et al., 2004; VANG et al., 2011).

Um dos maiores problemas relacionados ao RES ¢é a baixa biodisponibilidade
in vivo quando administrado por via oral. Em mamiferos, esta substancia sofre
rapida metabolizagdo hepatica e intestinal, em torno de 30 a 60 minutos apds a sua
administracao. Desta forma, a sua utilizagao sistémica é prejudicada, uma vez que o
pico plasmatico diminui rapidamente (COTTART et al., 2010; NDIAYE et al., 2011).

Logo, a administracdo cutédnea do RES pode ser conveniente a fim de
localiza-lo no seu sitio de acdo. No entanto, algumas propriedades fisico-quimicas,
como limitada solubilidade aquosa, dificultam sua eficiéncia terapéutica tépica, uma
vez que possui baixa penetragédo na pele (AZIZ et al., 2005).

As estratégias tecnolégicas que apresentem a capacidade de
compartimentalizar eficientemente diversos grupos de principios ativos e de
modificar suas propriedades e comportamento em meio bioldgico, podem se
adotadas objetivando melhorar aspectos relacionados a formulagdo, como
instabilidade e baixa eficacia. Sabe-se que a introducdo 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 é recorrer a estratégia de desenvolvimento de sistemas de liberagdo para
estes principios ativos, o que tem permitido o aumento de eficiéncia de diversas
substancias ativas, a re-introducdo 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 reducédo da dose total necessaria, minimizando os efeitos
colaterais toxicos, além de permitir o controle de liberacado (GRILL et al., 2009).

Em virtude do grande numero de citagdes na literatura cientifica, as industrias
farmacéuticas e cosméticas tém se mostrado interessadas no desenvolvimento de
sistemas nanoestruturados, os quais apresentam vantagens relacionadas

principalmente ao fato de promoverem liberagdo controlada de farmacos, além de
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protegerem principios ativos da degradacdo térmica ou fotodegradagao
(MOHANRAJ & CHEN, 2006; GUTERRES et al., 2007; VENUGOPAL et al., 2009).

Os sistemas liquido-cristalinos (SLC) apresentam propriedades de um solido
cristalino e de um liquido isotropico e estdo ganhando notoriedade como um
carreador de substancias ativas para administragdo cutanea, principalmente em
virtude de suas caracteristicas de interacdo com o estrato cérneo e outras camadas
da pele, além da capacidade de arranjo do farmaco com efeito protetor e
sustentador da liberagdo. Quando comparado com outros veiculos, como emulsdes
e géis, os SLC apresentam a vantagem de controlar a liberacdo do farmaco,
promoverem baixa irritacéo cutanea e protegerem a substancia ativa da agao da luz.
Além do mais, os SLC apresentam tamanho de particula reduzido, aumentando o
contato com o estrato cérneo e promovendo maior penetracdo cutanea. Tais
sistemas também apresentam normalmente baixo custo, possibilidade de produgéo
em escala industrial e, ainda, melhora da estética do produto final devido a sua
aparéncia translucida e transparente (ROSSETTI, 2010; ANDRADE, 2008; BOOCK,
2007).

Existem poucos estudos focados no desenvolvimento de sistemas de
liberagao contendo RES. Grande parte dos estudos envolve o uso de nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS) e lipossomas para incorporagdo desta substancia ativa.
Teskac e Kristl (2010) demonstraram que NLS contendo RES podem atravessar a
membrana celular dos queratindcitos, aumentando o tempo de exposicdo das
células a esta substancia. Guo et al. (2010) utilizaram nanoparticulas de RES ligado
a albumina sérica bovina em ratos com cancer de ovario primario. Os resultados
demonstraram maior inibicdo do crescimento tumoral para o RES incorporado na
nanoparticula que para aquele livre. Amri e colaboradores (2012) encapsularam
RES em lipossomas e observaram aumento da estabilidade e da atividade
antioxidante, permitindo também uma liberagéo sustentada desta substancia.

De maneira geral, as publicagbes verificadas apresentaram resultados
promissores que justificam estudos que evidenciem a liberacédo controlada do RES,
dentre eles envolvendo SLC, objetivando aumentar sua biodisponibilidade e diminuir
sua dose administrada. Logo, sua utilizacdo em SLC para administracdo cutanea

seria extremamente viavel, a fim de localiza-lo no seu sitio de agéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Consequéncias da exposi¢ao aos raios UV

A pele € um dos o6rgaos mais importantes do corpo humano, sendo
constituida por diversas camadas que, por sua vez, se diferem na estrutura e
composicdo. A sua funcdo é atuar como barreira protetora dos érgdos internos,
ficando exposta a agentes quimicos, fisicos e microbiolégicos, os quais sdo capazes
de induzir alteracbes estruturais como o envelhecimento cutaneo e levar ao
aparecimento de patologias (NDIAYEA et al., 2011; NKENGNE & BERTIN, 2012).

Diariamente, estamos expostos a radiacbes UV emitidos pelo sol. A
exposigao prolongada a radiacdo UV desencadeia uma seérie de eventos
fisiopatolégicos na pele resultando em declinio funcional e mortalidade das células e
organismos. Além disso, ocorre o processo definido como estresse oxidativo devido
ao desequilibrio entre os antioxidantes naturais da pele e a producédo exacerbada de
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROS) (MORIWAKI & TAKAHASHI,
2008; SHAH & MAHAJAN, 2013).

Os radicais livres sao espécies quimicas que contém um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital de valéncia (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2009).
Quando formados, interagem facilmente com outras substancias por meio de
reacoes de oxi-reducao para estabilizar rapidamente a sua configuracao eletronica
(JENSEN, 2003; HALLIWELL, 2009).

Dentre as principais EROS formadas como consequéncia a exposi¢cao
excessiva aos raios UV destacam-se o radical hidroxil (HO*) e anion superéxido
(O2--), os radicais peroxil e alcoxil (RO2+ e ROe¢), o oxigénio singlete (102) e os
peroxidos de hidrogénio (H,O;) e organicos (ROOH). Além das EROs, também
ocorre a formacéo de espécies reativas de nitrogénio (ERN), como por exemplo,
oxido nitrico (NOe), 6xido nitroso (N2Os3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NO2-),
nitratos (NO3-) e peroxinitritos (ONOO-) (FRANCO et al., 2009).

As EROS desempenham diferentes papéis in vivo, podendo ser benéfico ou
projudicial a saude humana. Quando em concentragdes baixas, participa de
diversos processos fisiologicos, como produgdo de energia, regulagdo do
crescimento celular, fagocitose e sintese de substancias importantes, tais como
horménios e enzimas (MARTINDALE; HOLBROOK, 2002; SCHNEIDER; OLIVEIRA,
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2004; SILVA, 2013). Por outro lado, quando produzidos em excesso, reagem com
lipideos de membrana, proteinas e enzimas teciduais, carboidratos e acido
desoxirribonucléico (DNA), induzindo oxidagédo nestas moléculas, causando danos a
membrana, modificacdes protéicas e danos ao DNA inibindo a sua funcdo normal.
Além disso, podem desregular as vias de transducdo redox-sensivel, de
citotoxicidade e de apoptose. (PIETTA, 2000; IVAN, 2013; SILVA, 2013).

A epiderme é composta principalmente de queratindcitos que sédo ricos em
enzimas sequestradoras de radicais livres (antioxidantes), tais como: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase (GPx). (GAO & ZHANG,
2008; VOLKMER & GREINERT, 2011).

De acordo com Gao & Zhang (2008), dentre as enzimas antioxidantes, a SOD
€ a mais eficiente. Esta enzima converte superéxido (Oze-) em perdxido de
hidrogénio (H20,), evitando assim os possiveis danos que poderiam ser
ocasionados por este radical. O H,0, formado é removido pela CAT e GPx. A CAT é
a enzima que catalisa a reagao de decomposigao do H,O, em agua e oxigénio. Ja a
GPx catalisa as reagbes de doacdo de elétrons, tendo como agente redutor a
glutationa reduzida (GSH) e consequentemente dando origem a glutationa oxidada
(GSSG). Entretando, ha situagbes em que o equilibrio entre a produgao dos radicais
livres e as defesas antioxidantes pode ser prejudicado devido a produgao
exacerbada dessas espécies reativas ou a deficiéncia das defesas antioxidantes da
célula (HALLIWELL, 2009). Dessa maneira, o estresse oxidativo tem sido apontado
como uma das causas de numerosas doengas como cancer, aterosclerose, doengas
autoimunes como a artrite reumatoide, Parkinson, doenca neuro motora, doengas
pulmonares, diabetes e propagagdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) em pacientes HIV positivos (ARUOMA, 1999; VASCONCELOQOS et al., 2007).

A exposigao a radiacdo UV, além de induzir ao desequilibrio entre os radicais
livres e os antioxidantes da pele, ainda ocasiona a liberacdo de uma rede de
citocinas inflamatodrias. Essas citocinas, por sua vez causam vasodilatacao,
alargamento das juncdes endoteliais, extravasamento de proteinas e liquido no
intersticio resultando em edema na pele. Neutréfilos sdo ativados e ocorre a
estimulacdo da atividade da mieloperoxidade (MPO) e das metaloproteinases
(MMPs). Além disso, ocorre o aumento de interleucinas, TNF - a, diferentes

receptores de fatores de crescimento, ativagado de NF- kB e, por fim, diminuigdo nos
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niveis de TGF. Dessa forma, ocorre a indugdo de um processo inflamatério. Tais
eventos podem ser considerados primordiais para o aparecimento danos na pele e
fotoenvelhecimento. O processo inflamatério decorrente da liberacdo dessas
substancias apos a irradiacdo UV representa uma tentativa de protecdo do
organismo para restaurar a homeostasia. Entretanto, essa tentativa de restaurar o
estado homeostatico pode, ao mesmo tempo, ser prejudicial, resultando assim, em
doencgas inflamatdrias como a psoriase e a dermatite de contato (CAMPANINI et al,
2013).

2.2.Trans-resveratrol

Os compostos fenodlicos tém atraido consideravel interesse pela comunidade
cientifica devido aos seus efeitos benéficos a saude humana (SHI et al., 2008).

O resveratrol € um composto polifendlico e nao-flavondide encontrado em
uvas, amendoim, amora e outros alimentos que geralmente sdo consumidos como
parte da dieta humana. Este composto foi isolado pela primeira vez em 1940 como
um ingrediente das raizes de heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) e foi
identificado em 1963 a partir de raizes secas de Cuspidatum polygonum, uma planta
usada na medicina asiatica tradicional (BAUR & SINCLAIR, 2006; NOTAS et al.,
2006; KUNDU & SURH, 2008). O resveratrol se acumula na planta em resposta ao
estresse, lesdes, infecgao fungica e irradiacdo UV (NOTAS et al., 2006).

Desde a descoberta, e, especialmente, a partir de 1990, o resveratrol tem
recebido muita atengdo da comunidade cientifica. Este composto tem demonstrado
nao s6 a capacidade de inibir a ativacao do cancer, mas também de diminuir o
desenvolvimento do tumor em diversos tipos desta doenca (LUCAS-ABELLAN et al.,
2007). Outros efeitos benéficos foram demonstrados, incluindo protecdo cardiaca
(AMRI et al, 2012; BRITTES et al., 2010), anti-inflamatéria, antimicrobiana
(PIOTROWSKA et al., 2012), inibicao da agregagao de plaquetas (LI et al., 2007;
ZAMIN et al., 2006), melhoria do perfil lipidico e metabolismo das lipoproteinas,
aumento na sensibilidade a insulina, prolongamento da sobrevida (LU et al., 2009;
ROCHA et al., 2009), e, por fim, propriedades antioxidantes e atividade anti-
envelhecimento (KALRA et al., 2008; FERNANDEZ-MAR et al., 2012; ZHANG et al.,
2012).
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Segundo Baur & Sinclair (2006) e King et al. (2005), as a¢des biolégicas do
resveratrol sdo decorrentes da sua capacidade para inibir a oxidagao da lipoproteina
de baixa densidade humana, supressdo de ciclo-oxigenase-2, diminuicdo da
producdo e atividade do oOxido e redugdo do estresse oxidativo. Tais fungdes
benéficas acentuam seus efeitos anti-inflamatérios e antioxidantes. Ha relatos
também sobre a sua agcdo como agente terapéutico em doencas
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla) (WIGHT et al.,
2012); modulagdo da artrite inflamatoria por meio da supressdo da resposta
humoral, a qual € necessaria para o desenvolvimento da doenga (XUZHU et al.,
2012), inibicdo da sintese de tromboxano B2 e hidroxiheptadecatrionato (HHT) e
inibicdo de maneira dose-dependente da agregacao plaquetaria (PACE-ASCIAK et
al., 1995).

O resveratrol € um p6 esbranquicado com féormula molecular C14H1203, peso
molecular igual a 228,25 g.mol™, ponto de fusdo entre 253 e 255°C, log P igual a
3,1, solubilidade em agua a 0,03 g/L, solubilidade em DMSO a 16 g/L e solubilidade
em etanol igual a 50 g/L (KRISTL et al., 2009; MISHRA, 2011; AMRI et al., 2012).
Mesmo apresentando baixa solubilidade em agua, este composto exibe alta
permeabilidade em membranas, podendo assim ser classificado como componente
de classe-ll no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995;
AMRI et al., 2012).

O resveratrol existe na forma de dois isbmeros estruturais: cis-(Z) e trans-(E)
(Figura 1). O ftrans-isbmero € biologicamente mais ativo que o cis-isbmero
provavelmente devido a sua conformacdo planar, o que |he confere maior
estabilidade numa faixa de pH de 1 a 7, além da viabilidade comercial (FULDA,
2010; RIUS et al., 2010; AMRI et al., 2012).
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Figura 1. Estrutura quimica do trans-resveratrol e cis-resveratrol, respectivamente

Trans-resveratrol Cis-resveratrol

De acordo com Ichihashi et al. (2009), Lagouge et al. (2006) e Baur & Sinclair
(2006) devido a capacidade antioxidante, diferenciagédo das células da epiderme e
regulacdo do metabolismo energético mitocondrial, o RES tem se mostrado um
importante aliado na prevencéao do fotoenvelhecimento.

Afaq e colaboradores (2003) conduziram um estudo em camundongos sem
pélo SKH — 1 a fim de analisar o potencial efeito benéfico dos trans-resveratrol
frente a radiacbes UVB. Os autores demonstraram que a aplicacdo tépica deste
composto antes da irradiagao UV-B inibiu significativamente o edema causado pela
irradiagdo UVB e, ainda, diminuiu a geracdo de peroxido de hidrogénio e a
infiltracdo de leucdcitos. Dessa forma, devido as suas propriedades antioxidantes, o
trans-resveratrol foi capaz de conferir protecdo contra os danos causados pela
exposicao a radiagao UVB.

Reagan-Shaw et al. (2004) avaliaram a protecdo do RES por meio de
moléculas reguladoras do ciclo celular durante multiplas exposi¢cées a radiagao
UVB. Eles observaram que a aplicagao tépica do RES resultou na diminuigdo da
hiperplasia e infiltracdo de leucdcitos. Além disso, foi relatado que este composto
modulou a expressédo e a funcdo do ciclo celular das proteinas reguladoras de
ciclina D1 e D2, cdk-2, -4 e -6 e WAF1/p21. Portanto, o RES mostrou-se util para a
prevencao de danos cutaneos causados pela radiagdo UVB.

Por outro lado, estudos também revelam a baixa biodisponibilidade por via
oral do RES.

Walle et al. (2004), utilizaram RES marcado com carbono 14 (RES-C14) para

administragao oral e intravenosa em 6 voluntarios para a avaliacdo da absorcéo,
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biodisponibilidade e metabolismo do RES. Eles observaram que apds administracao
de 25 mg de RES, a absorc¢éo foi de 70% e o pico plasmatico desta substancia e
seus metabdlitos foi de 491 + 90 ng/mL (aproximadamente 2uM). Além disso, foi
constatado que o tempo de meia-vida do RES plasmatico foi de 9,2 £ 0,6 horas. A
partir da dose de RES recuperada na urina, foram identificadas 3 vias metabdlicas,
para as quais observou-se a producgao de sulfato e acido glucurénico conjugado de
grupos fendlicos e hidrogenacgéao de ligacdo dupla alifatica. Este ultimo composto
provavelmente foi produto da microflora intestinal. De acordo com os pesquisadores,
provavelmente o fator limitante para a baixa biodisponibilidade do RES ¢é a rapida
conjugacao pelo figado e intestino (WALLE et al., 2004).

Em outro estudo conduzido também por Walle e colaboradores (2011)
avaliando a biodisponibilidade do RES, foi demonstrado que a absorcéo oral desta
substancia foi aproximadamente 75%. Este estudo estd de acordo com pesquisas
anteriores realizadas pelo mesmo grupo, indicando que a baixa biodisponibilidade
oral do RES (menor que 1%) é devido ao extenso metabolismo intestinal e hepatico
(WALLE et al., 2011).

A dose diaria ideal de RES recomendada pela via oral € de 400mg, o que
corresponde cerca de 1000 litros de vinho. Desta forma, nota-se a necessidade do
desenvolvimento de novas técnicas e formulagdes para ser administradas por outras
vias de administragdo (SARAF & KAUR, 2010; NDIAYEA et al., 2011; FONTES,
2013).

Recentemente ha uma grande atencéao por parte das industrias farmacéuticas
em sistemas de liberagcdo que sejam capazes de aumentar a estabilidade de
compostos sensiveis ao oxigénio, agua e luz. Além disso, ha o interesse também
em sistemas que oferecem um melhor direcionamento para a camada superior da
pele e que minimizem os efeitos adversos observados na administracdo pela via
oral, o que consequentemente aumenta a aceitagdo pelo paciente (KAUR et al.,
2007).
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2.3.Sistemas liquido-cristalinos

Estudos recentes tém demonstrado a importancia dos sistemas de liberagao
na eficacia da farmacoterapia. Diversos sdo os problemas associados a falhas
farmacoterapicas, tais como: toxicidade de alguns farmacos (farmacos na terapia do
cancer), baixa solubilidade, baixas concentragbes plasmaticas de alguns farmacos
devido a baixa absorc¢ao, rapida metabolizacédo e, ainda, rapida eliminagao (RES).
Com relagao a biodisponibilidade dos farmacos, a via oral acarreta certos problemas
como flutuagdes nos picos plasmaticos devido a absorgcédo imprevisivel e presenca
de alimentos provenientes do consumo diario (RIGON, 2013). Dessa maneira,
estudos tem se focado no desenvolvimento de sistemas de liberagdo adequados
para a finalidade pretendida de cada tratamento, como por exemplo, os sistemas
liquido-cristalinos.

Em 1889, Lehmann descreveu um estado intermediario decorrente da
transformacao térmica do estado solido para o liquido que, a partir deste momento,
passou a ser conhecido como cristal liquido (CLs). J& em 1922, para tentar definir
este novo estado da matéria, Friedel utilizou o termo —esido mesomoérfico” (mesos
— intermediario e morphé — forma). Dessa forma, os cristais liquidos passaram a ser
conhecidos também como fases mesomorficas cristalinas ou simplesmente fases
mesomorficas (MULLER-GOYMANN & FRANK, 1986; FERRARI, 1998; FERRARI et
al., 2004; MORAIS, 2006; CHORILLI et al., 2009).

Os sistemas liquido-cristalinos apresentam, concomitantemente,
propriedades de um solido cristalino como rigidez e ligacdes definidas e, de um
liquido isotrépico, como regides desordenadas e fluidas. Esta mistura caracteristica
confere ao cristal liquido propriedades mecanicas tipicas do estado liquido, incluindo
fluidez e tensao superficial, porém com certa ordem molecular, ou seja, possui
caracteristica de uma fase fluida ordenada. Além disso, estas mesofases cristalinas
exibem propriedades épticas como anisotropia (diregado 6ptica), birrefringéncia e
dicromismo de acordo com o seu arranjo molecular (FERRARI, 1998; HYDE et al.,
2001; FERRARI et al., 2004; MORAIS, 2006; CHORILLI et al., 2009).

A anisotropia ocorre quando o material € capaz desviar a propagacao da luz
em dire¢cdes ndo equivalentes. A birrefringéncia, também conhecida como refragao
dupla, ocorre quando um feixe individual de luz branca penetra no material e

separam-se em dois feixes que passam a vibrar a angulos retos um em relagao ao
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outro. Ja o dicromismo é consequéncia da maior absorcdo de um componente de
luz polarizada em relagao a outro (CHORILLI et al., 2009).

Os cristais liquidos sao formados por moléculas de tensoativo que se auto-
agregam quando estdo na presenca de agua. Estas mesofases sdo classificadas
em liotrépicas e termotrdpicas. Os sistemas liotrépicos sao formados por meio da
adicao de solventes; ja para os termotrépicos, a sua formagao € dependente da
temperatura. De acordo com a variagao na concentracdo de tensoativo, diferentes
formas liquido-cristalinas podem ser formadas, como lamelares, hexagonais e
cubicas (FORMARIZ et al., 2005).

A fase lamelar é formada por arranjos paralelos e planares, composta de uma
bicamada de tensoativo que se estende por longa distédncia e é separada por
camadas de agua, formando uma rede unidimensional. Esta mesofase é
caracterizada pela presencga de cruz de malta sob o plano de luz polarizada. A fase
hexagonal é formada pelo arranjo de cilindros longos formando estruturas
bidimensionais. Sua caracteristica sob o plano de luz polarizada é a presenca de
estrias. Ja a fase cubica, também conhecida como fase isotropica viscosa, consiste
em micelas normais (fase continua polar) ou reversas (fase continua apolar)
empacotadas em simetria cubica ou bicontinua. Diferentes das fases lamelar e
hexagonal, a fase cubica n&o apresenta birrefringéncia quando observada em
microscopio de luz polarizada (FORMARIZ et al., 2005; CARVALHO, 2012;
CALIXTO, 2013).

Diversas técnicas fisico-quimicas podem ser utilizadas na identificacdo e
diferenciacao das fases liquido-cristalinas, dentre elas podemos citar difracao de
néutrons, SAXS e reologia. Além disso, a microscopia de luz polarizada é uma
ferramenta muito Util na identificagdo destas mesofases devido a sua birrefringéncia,
apresentada em sistemas liquido-cristalinos, e facilidade de detecgado desta técnica
(BRINON et al., 1999; URBAN, 2004, OYAFUSO, 2012).

Sob um plano de luz polarizada, se o material for capaz de desviar o plano de
luz incidente é classificado como anisotropico. Por outro lado, se a amostra nao for
capaz de desviar o plano de luz incidente, é classificada como isotrépica. As
mesofases lamelares e hexagonais sdo anisotropicas, enquanto as cubicas sao
isotropicas (FORMARIZ et al., 2005; MORAIS, 2006; URBAN, 2004).
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De acordo com Chorilli e colaboradores (2011), a vantagens de se utilizar os
cristais liquidos como um sistema de liberagéo de farmacos € o grande potencial de
solubilizacdo e a melhor estabilidade fisica dos principios ativos quando
incorporados em sistemas liquido-cristalinos. Dessa maneira, os farmacos podem
ser incorporados tanto na parte polar como na parte apolar dos cristais liquidos.
Além disso, ha a possibilidade de incorporacéo entre as moléculas de tensoativo
(OTTO et al., 2009).

Conforme Makai e colaboradores (2003), estas mesofases cristalinas tem
sido muito utilizadas na liberacdo de farmacos pela via cutanea, principalmente a
fase lamelar, devido a grande similaridade desta estrutura com a membrana lipidica
intercelular da pele. Além disso, as mesofases lamelares e cubicas, quando
utilizadas como sistema de liberacdo e como veiculos para administragdo de

farmacos, apresentam propriedades bioadesivas (FORMARIZ et al, 2005).
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3. OBJETIVO

O obijetivo principal deste trabalho foi desenvolver um sistema de liberagao
nanoestruturado para o RES que otimize a utilizagcdo desta substancia ativa na
terapia topica antioxidante / anti-inflamatoéria e no tratamento de desordens cutaneas
decorrentes do estresse oxidativo. Os objetivos especificos foram:

» Desenvolvimento do sistema liquido-cristalino (SLC) para incorporagcéo do

RES

» Caracterizacédo dos SLC:

v Microscopia de luz polarizada;

v' Espalhamento de raios-X de baixo angulo (SAXS)

v" Reologia;

v' Ensaio do perfil de textura

v Ensaio de bioadesao in vitro

» Avaliagao da toxicidade em células Caco-2 e SV-80
» Realizagao de ensaios de liberagao in vitro utilizando membranas de
celulose;
» Realizacao de estudos de retencao e permeacao in vitro empregando peles
de modelo animal.
» Avaliagao da eficacia anti-inflamatdria e antioxidante in vivo do RES
Avaliagdo do edema cutaneo
Avaliagéo da atividade de MPO
Avaliacao da inibicao de secrecao/atividade da MMP-9
Avaliagdo da producgéao de IL-10
Dosagem do antioxidante endogeno GSH
Avaliacdo do poder antioxidante redutor férrico (FRAP)
Capacidade sequestradora do radical ABTS”
Dosagem da atividade de catalase (CAT)

Avaliagao dos niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH)

D N N N NV N N NN

Producao de anion superdxido
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Material
4.1.1. Solugébes e reagentes

2,2’ azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich);
e 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich);
e 2,46 tripiridil-S-triazina (TPTZ) (Sigma-Aldrich);
e 2-deoxi-D-ribose (Acros);
e Acetonitrila grau CLAE (J.T. Baker, USA);
o Acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) (Sigma).
e Acido acético glacial (J.T. Baker, USA);
 Acido linoléico (Sigma-Aldrich)
e Acido tiobarbitarico (TBA) (Synth);
e Agua (Mili-Q);
o AlamarBlue® (AB; Invitrogen, Alfagen, Portugal);
e Batofenantrolina (BPS) (Acros);

e Brometo de hexadecil trietil ambnio (HTAB) (Sigma-Aldrich);

e Carbopol® 974 (Lubrizol - Cleveland, OH);

e Células Caco 2 (CLS, Eppelheim, Alemanha);

e Células SV-80 (CLS Cell Lines Service, Alemanha);

e Corante azul brilhante (Sigma-Aldrich);

e Ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC) (Alexis Corporation);

e DMEM (Dulbeco’s modified Eagle's medium) (Gibco, Life technologies, USA);
e Fenantrolina (Sigma-Aldrich);

« Fita adesiva 750 transparente Scotch® (3M Brasil);

e Fluoreto de fenilmetilsulfonila (Sigma-Aldrich);

e Glutationa Reduzida (GSH) (Sigma-Aldrich);

e Kits de ELISA para dosagem das citocinas IL-10 (Bioscience);
e L-glutamina (Gibco, Life technologies, USA);

e Metanol grau CLAE (J.T. Baker, USA);

¢ N-etilmaleimida (Sigma-Aldrich);

e o-Dianisidina (Sigma-Aldrich);
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e Penicilina (Gibco, Life technologies, USA);

e Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich, USA);

e Silicone DC® 193 (Dow Corning - Brasil);

e Silicone DC® 5329 (Dow Corning - Brasil);

e Soro fetal bovino, FBS (Gibco, Life technologies, USA);

e streptomicina (Gibco, Life technologies, USA);

e Substancia quimica de referéncia (SQR) € o trans-resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxi-
trans-estilbeno), 99% de pureza (Sigma-Aldrich, USA).;

e Trans-resveratrol (Regu® Fade, Sarfam, Brasil).

e Trietanolamina (Synth - Brasil);

e Tripsina- EDTA 0,05 % (v/v), (Gibco, Life technologies, USA).

e Trolox (Acros)

e Xilene cianol (Amresco);

4.1.2. Equipamentos
e Agitador mecanico (Fisatom®);
e Agitador Orbital, modelo 255 (Fanem®);
e Amostrador Auto Multi Fill™ (Hanson Research, USA);
e Analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems, Surrey, UK);
e As medidas de SAXS foram realizadas na linha D11-A SAS do Laboratorio
Nacional de Luz Sincroton (LNLS), em Campinas-SP;
e Balanga analitica, Micronal B160;
e Banho Maria 100 (Fanem);
e Banho, modelo 314/2 DN (Nova Etica);
e Bomba de vacuo;
e Centrifuga refrigerada, modelo Rotina 46 R (Hettich Zentrifugen);
e Centrifuga Sorvall® TC6 (Sorvall, Brasil);
e Centrifuga, modelo Baby | 206-BL (Fanem);
e Coluna C18 Luna (250 mm x 4,6mm |.D. 5um; Phenomenex, Torrance, EUA);
e Compartimento de madeira projetado para irradiagéo;
e Contador automatico (TC10 automated cell conter) (BIO-RAD, Portugal)
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e Cromatografo de Alta Eficiéncia Waters® Alliance, modelo 2695, equipado
com detector UV-Vis Photodiodearray, modelo 2996;

e Deionizador de agua, modelo Purebal Option-Q (Elga);

e Espectrofotdmetro, modelo Evolution 60 (Thermo Scientific);

e Espectrofotdmetro, modelo Helios alfa (Thermo Spectronic);

e Estufa 0-120 °C (De LEO & Cia);

e Fonte elétrica para eletroforese, modelo MS 300V (Major Science);

e Homogeneizador de tecido, modelo Tissue-Tearor (Biospec);

¢ Homogeneizador de tecidos Ultra Turrax®, modelo T18 basic (IKA);

e Lamina de leitura (BIO-RAD, Portugal);

e Lampada ultravioleta fluorescente, modelo PHILIPS TL/12 40W RS-UVB
(MedicalHoland);

e Leitor de microplaca, modelo Asys Expert Plus (Biochrom);

e Leitor de microplaca, modelo Victor X3 (Perkin Elmer);

e Microscépio Jenamed 2, Carl Zeiss — Jena;

e Permeador Microette Plus™ (Hanson Research, USA);

e pHmetro, modelo Tec-3MP (TECNAL);

e Pipetas automaticas 20, 100, 200 e 1000 M, modelo LabMate (HTL);

e Radiémetro IL 1700 (Research Radiometer);

e Rebdmetro AR 200 EX — TA Intruments ;

e Ultrassom Ultrasonic Cleaner Unique Modelo USC 2800A (Unique Ind.,
Brasil);

e Ultrassom Unique;

 Vortex Phoenix® AT56 (Phoenix, Brasil);

4.2. Métodos

4.2.1. Preparagdo da dispersdo de Carbopol® C974
A dispersdo de Carbopol® C974 (C974) foi preparada na concentragao de
5,0% (m/m). Este polimero foi suspenso em agua Milli-Q e misturado com o auxilio
de grau e pistilo. Apdés a completa solubilizagdo, o pH foi ajustado para 7,0 com

trietanolamina.

—
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4.2.2. Construgéo do diagrama ternario de fases

Foi construido um diagrama ternario de fases fixando-se o silicone DC® 193
como fase oleosa, o silicone DC® 5329 como tensoativo e a dispersdo polimérica de
Carbopol® 974 a 0,5% como fase aquosa.

Inicialmente, misturou-se 10% da dispersdo polimérica a 5% com agua, de
modo que resultasse numa porcentagem polimérica final nos sistemas de 0,5%.

Os sistemas foram preparados por mistura direta dos componentes a
temperatura ambiente e homogeneizagao com a utilizacdo de bastdo de vidro
durante 10 minutos.

Para delimitar as diferentes regides no diagrama de fase, os sistemas
formados e suas consisténcias foram analisados visualmente, contra fundo escuro e
classificados como sistemas viscosos ou liquidos opticamente transparentes,
translucidos ou opacos, ou ainda separacéao de fases.

A partir desses dados, foram selecionadas as regides dos sistemas para a
analise estrutural. A incorporacdo de RES foi feita na fase oleosa. Incorporou-se
0,1% do farmaco no sistema (RIGON, 2013), uma vez que a incorporagao de

maiores quantidades de farmaco ocasionava a alteragao estrutural do sistema.

4.2.3. Analise estrutural do sistema

4.2.3.1. Microscopia de luz polarizada
Realizou-se a microscopia de luz polarizada colocando-se uma pequena
quantidade das formulacdes obtidas sobre lamina de vidro, coberta com laminula,
para analise em microscopio de luz polarizada Jenamed, Carl Zeiss. Foi avaliada a
homogeneidade da formulagdo e, com auxilio de polarizagdo, analisou-se a
presenca de area de anisotropia, o que € um indicativo da presenca de cristal
liquido (CHORILLI et al., 2009). A analise foi realizada a temperatura ambiente e

utilizou-se aumento de 20 vezes.

4.2.3.2. Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)
As formulagdes selecionadas foram analisadas por SAXS no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-Brasil), Campinas-SP, que é equipado com um

—
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monocromador do tipo Si (111), com comprimento de onda de 1,608 A, um detector
vertical localizado cerca de 1,5 m da amostra e um analisador multicanal para
registrar a intensidade do espalhamento I(q), em fun¢cdo do vetor de espalhamento,
g. Essa instalagdo permitiu um vetor de espalhamento, q, entre aproximadamente
01e23A" 0 espalhamento por particulas existentes no sistema sem amostra foi
subtraido da intensidade total da amostra. As intensidades de todas as amostras
foram medidas em unidades relativas, mas para uma comparacao quantitativa, as

medidas foram normalizadas nas mesmas condigdes experimentais.

4.2.3.3. Determinagcdo do comportamento reologico

Os reogramas das formulagdes selecionadas foram obtidos utilizando
Redémetro AR 200 EX — TA Intruments, com dispositivo cone-placa de 40mm e
temperatura constante a 32 oC. As propriedades reoldgicas dos sistemas foram
avaliadas por analise reologica continua e por analise reoldgica oscilatoria.

Para a realizacdo do teste, as amostras foram aplicadas a placa inferior
cuidadosamente, tentando assegurar o minimo de cisalhamento possivel da
formulagao. Logo apds, a amostra foi deixada em repouso (relaxamento da tensao
introduzida antes da analise) de 5 minutos antes de cada determinagao.

Na anadlise reologica de fluxo continuo, fez-se um estudo da tensdo de
cisalhamento em funcéo da velocidade de cisalhamento na regido de 0 a 30 s™'. Na
analise reologica oscilatéria de varredura de frequéncia as medidas foram
realizadas em funcao da frequéncia (1 — 100 Hz), aplicando uma tensao de 1 Pa. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.2.3.4. Ensaio de perfil de textura (TPA)

As formulagbes selecionadas foram submetidas ao teste TPA (Texture profile
analysis) por meio do analisador de textura TA-XTplus (Stable Micro Systems,
Surrey, UK).

Para a realizagao do teste, as formulag¢des (10 g) foram colocadas em tubos
de centrifuga conicos de 50 mL (Falcon, BD®, Franklin Lakes, EUA). Em seguida,
esses tubos foram colocados embaixo da sonda analitica (10 mm de diametro) do
analisador de textura, que foi programado para comprimir a amostra, em dois ciclos,

a velocidade de 0,5 mm/s até a profundidade pré-definida (10 milimetros) e retornar

—
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para a superficie da amostra na mesma velocidade. Apds 5 segundos de repouso, a
segunda compressao foi iniciada nas mesmas condi¢gdes. Dessa forma, foi possivel
obter uma curva com as caracteristicas mecanicas do sistema, como dureza,

compressibilidade, adesividade e coeséao.

4.2.3.5. Ensaio de bioadesao in vitro

Para o ensaio de bioadesao foi utilizado o analisador de textura TAXTplus
(Stable Micro Systems, Surrey, UK), no modo Adhesion Test. Como membrana,
utiizou-se a pele de orelha de porco dermatomizada. Na temperatura de 32°C, as
formulagdes foram acondicionadas em recipientes de vidro pequenos sob a sonda.
O teste foi iniciado abaixando a sonda a uma velocidade constante (1 mm/s) até que
a pele entrasse em contato com a amostra. A pele e a amostra foram mantidas em
contato durante 60 segundos e nenhuma forga foi aplicada durante este tempo. Em
seguida, a sonda subiu a velocidade constante (0,5 mm/s) até ocorrer o
destacamento da pele da amostra. A forca necessaria para destacar a pele da
amostra foi calculada pela curva forga versus tempo, que resultou no pico de
adesao e no trabalho de adesado do sistema. O teste foi realizado em triplicata
(KOFFI et al., 2006).

4.2.4. Metodologia analitica para quantificagdo de RES por CLAE
A metodologia analitica foi validada por Rigon (2013) e para a quantificacao
do RES neste trabalho foi utilizado o mesmo equipamento Waters® Alliance, modelo
2695, equipado com detector UV-Vis Photodiode Array 2996, com injetor
automatico. A coluna utilizada foi a coluna C18 Luna (250 mm x 4,6mm |.D. 5um;
Phenomenex, EUA), o comprimento de onda do detector foi fixado em 306,6 nm. A
fase mével foi eluida por modo de gradiente em um fluxo de 1 mL/min, sendo
composta entre 0 e 3,5 min por agua: 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) e o tempo de corrida foi de 10 minutos.
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4.24.1. Linearidade
Construiu-se a curva analitica de RES em diferentes concentrag¢des (0,1 — 10
pMg/mL). Apos a construgcdo desta curva analitica em funcdo da area de pico a
linearidade do método na faixa de concentragcao testada foi avaliada pela analise da
regressao linear (NEMEN; LEMOS-SENNA, 2011).

4.2.4.2. Precisao
A precisdo foi avaliada através de ensaio de precisdo intermediaria. A
precisao intermediaria, por sua vez, foi determinada pela analise de 3 injegcdes
consecutivas da solugao padrao de RES, em trés diferentes concentragdes, em dois
dias distintos (BRASIL, 2003).

4.2.4.3. Exatidao
A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacéo ao valor verdadeiro. A exatidao foi verificada por
meio de nove inje¢des, ou seja, trés concentragdes diferentes com trés réplicas
cada. Ela pode ser expressa pela relacdo entre a concentragdo média determinada
experimentalmente e a concentragcéo teorica correspondente, sendo calculada pela
Equacao 1 (BRASIL, 2003).

Exatidao = (CME/CT) x 100 (Equagao 1)

em que CME = Concentracido média experimental; CT = Concentragao tedrica.

4.2.4.4. Especificidade / Seletividade

A especificidade / seletividade expressa a capacidade do método em
mensurar o RES no ambiente real de ensaio, especialmente na presenca de
interferentes, como o meio receptor e a formulacdo. Na analise deste parametro foi
utilizada uma solucao de trabalho contendo 10 ug/ml de RES em meio receptor do
ensaio de liberagdo, permeagao e retencdo cutdnea em comparagdo com uma
solucdo contendo a formulacédo e outra solucdo apenas contendo o meio receptor
(Polissorbato 80 a 2%).
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4.2.5. Avaliagdo da toxicidade em células Caco-2 e SV-80
O presente ensaio foi realizado durante estagio no Centro de Investigacao e
Tecnologia de Ciéncias Agro-ambientais e Bioldgicas (CITAB), Universidade de
Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), Vila Real, Portugal, sob supervisdo da Profa.

Dra. Amélia M. Lopes Dias da Silva.

4.2.5.1. Culturas celulares: manutencao e manuseio
4.2.5.1.1. Cultura celular

Células epiteliais Caco-2 (CLS, Eppelheim, isoladas a partir de
adenocarcinoma de célon humano) e SV-80 (CLS n°. 300345; isoladas a partir de
fibroblastos do pulméo) foram mantidas em meio de cultura completo numa
incubadora (Binder) a 37 °C com 5 % de CO;, / 95 % de ar no Laboratério de
Biologia Celular e Bioenergética do Departamento de Biologia e Ambiente da
Universidade Tras-os-Montes e Alto Douro (DeBA-UTAD). Ambas as linhas
celulares foram manipuladas em condigdes assépticas numa camara de fluxo
laminar, classe | (Faster, BH-En 2004) para prevenir quaisquer contaminagdes
bacterianas, fungicas ou virais (PHELAN, 2007; WILLARD; MERRITT & DEAN,
1965).

4.2.5.1.2. Meios de cultura

O meio de cultura para o crescimento destas células continha vitaminas,
aminoacidos, glicose, ions inorganicos, entre outros. Dessa forma, este meio foi
capaz de fornecer todos os nutrientes essenciais para a proliferacdo celular,
crescimento e metabolismo celular. Foram utilizados dois tipos diferentes de meio
de cultura, um com soro (soro fetal bovino), denominado de meio de cultura
completo e outro sem soro.

O meio de cultura completo consistiu de meio base DMEM (Dulbeco’s
modified Eagle's medium), este ja contém 25,0 mM de glicose e 0,1 g/L de piruvato.
Em seguida foi suplementado com 2,0 mM de L-glutamina, 10 % (v/v) de soro fetal
bovino, FBS e antibidticos (200 U/mL de penicilina e 200 ug/mL de estreptomicina).

O meio de cultura sem soro foi constituido de meio base DMEM
suplementado com 2 mM de L-glutamina e antibiéticos (200 U/mL de penicilina e

200 pg/mL de estreptomicina).
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4.251.3. Tratamento das células

As células foram tratadas com 1 mL de solugao de tripsina (tripsina- EDTA
0,05 % (v/v) por 4 a 10 minutos a 37°C para desagregar as ceélulas). Apos este
tempo, foi adicionado 1mL de meio de cultura com soro para inativar a tripsinizagao
e individualizar as células. Em seguida colocou-se uma aliquota desta suspenséo de
células em lamina de leitura e foi realizada a contagem das células utilizando um
contador automatico. Apds a determinacdo do numero de células por mililitro da
suspensdo, foram realizados calculos de forma a obter a densidade de 5x10*
células/mL.

As células ja contadas foram diluidas em meio de cultura completo e 100 uL
de células foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos e incubadas por 24 h
para restabelecimento das condigdes. Apos as 24 h de cultura, o meio foi removido
e substituido por 100 yL de meio de cultura sem soro suplementado com as
diferentes substancias a serem testadas (Carbopol 974®, silicone DC 193®, silicone
DC 5329®), nas concentragdes de 5, 10, 25, 50 e 100 uyg/mL ou por meio de cultura

sem soro (controle).

425.1.4. Ensaio de citotoxicidade utilizando Alamar Blue®

Uma das formas de avaliar a viabilidade celular in vitro € o emprego de uma
solucado denominada Alamar Blue® (AB). Este reagente possui como substancia
ativa a resazurina que é capaz de permear as membranas celulares, € nao-tdxica e
apresenta cor azul na forma oxidada. Esta, por sua vez, pode ser facilmente
reduzida por uma das oxiredutases da cadeia respiratéria, dando origem ao
composto resorufina que é fluorescente e de cor vermelho-résea, sendo assim um
indicador direto da atividade mitocondrial celular e do estado de viabilidade da
célula. Quando o AB é adicionado em uma cultura de células, sua forma oxidada
(cor azul) é capaz de entrar no citosol e, assim, é convertido a sua forma reduzida
(cor vermelho-résea) (AL-nasiry et al., 2007; BOPP & LETTIERI, 2008). Logo, a taxa
de conversao de resazurina e resorufina é diretamente proporcional ao numero de
células vivas (AL-NASIRY et al., 2007). A Figura 2 demonstra a reagao de reducéo
do AB.

—
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Figura 2: Representagdo esquematica da reagéo de reducgéo do AB.
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(adaptado de Promega, 2013).

A alteracédo de cor ocasionada pela reducao do AB é facilmente medida por
espetrofotometria ou fluorometria nos comprimentos de onda de 570 nm
(resazurina, forma oxidada) e 620 nm (resorufina, forma reduzida).

Apos 24 h de incubacdo da placa com os componentes da formulagao,
adicionou-se 10 uL/pogo de uma solugdo de Alamar Blue® seguida por um periodo
de incubagao de 1 h (37°C, 5% de CO,, 95% de umidade) e medida de absorbéancia
nos comprimentos de onda de 570 nm e 620 nm. A placa foi incubada por 24 e 48
horas. O numero de células viaveis é diretamente correlacionado com a quantidade
de AB que foi reduzido, sendo expresso em percentagem de reducéo de AB (AL-
NASIRY et al., 2007; BOPP & LETTIERI, 2008). A equacéo 2 demonstra o calculo

da percentagem de reducao de AB:

(e0xA2)(AA1)—(€ox A1) (AA3)
(erear1)(ArA3)—(ereaAz)(ArA1)

(adaptado de Al-Nasiry et al., 2007)

% de reducao de AB = x 100 (Equacéo 2)

onde, € Aq e € A, representa o coeficiente de extingdo molar de AB a 570 e 620 nm,

respectivamente, no estado oxidado (go,x) € reduzido (€req). AN € ANz representam a
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absorbancia da amostra a 570 e 620 nm, respectivamente. A’A1 e A’A\, representam

a média da absorbancia do controle a 570 e 620 nm, respectivamente.

4.2.6. Estudo de liberagdo do RES in vitro

Os ensaios de liberacdo do RES in vitro foram conduzidos utilizando o
sistema de célula de difusdo vertical (células de Franz) com volume no
compartimento receptor de 7 mL e area de contato com a amostra de 1,77 cm?.
Para avaliar a liberagao, foi colocada entre o compartimento doador e receptor da
célula de difusdo uma membrana sintética de acetato de celulose com poro de 0,45
MM e o compartimento receptor foi preenchido com solugao receptora composta por
solugao aquosa de polissorbato 80 a 2,0% (m/v), garantindo a condigédo sink durante
todo o ensaio.

As formulagcbes escolhidas foram previamente pesadas (300mg) e
transferidas com auxilio de uma espatula para o anel dosador colocado sobre a
membrana de acetato de celulose (DETONI et al., 2012). Os experimentos foram
conduzidos a 32 = 2 °C e a solugéo receptora foi constantemente agitada a 300 rpm
(DETONI et al., 2009).Durante o ensaio, aliquotas de 2 mL foram coletadas nos
tempos 5, 15 e 30 minutos e 1, 2, 4, 8, 14, 20 e 24 horas, filtradas em membrana de

0,45 ym e analisadas por CLAE para avaliar a cinética de liberacdo do farmaco.

4.2.7. Ensaio de permeagao cuténea in vitro

Neste ensaio foi utilizado peles de orelha de porco, obtidas no Frigorifico
Olhos d’Agua logo apés o abate dos animais. As orelhas foram lavadas com agua
corrente, e 0os pélos em excesso e tecidos ndo desejados foram removidos com o
auxilio de tesoura. Logo apds este procedimento, essas orelhas foram dissecadas
com auxilio de bisturi e pingca. Em seguida, as peles foram dermatomizadas
retirando-se apenas o estrato cérneo, epiderme e a camada mais externa da derme
com auxilio de um dermatdémetro.

Uma porgéao da pele foi colocada entre o compartimento doador e receptor da
célula de Franz. Dessa forma, o estrato cérneo ficou em contato com a formulagao,
e a derme em contato com a solugao receptora (PRIMO et al., 2008). O experimento
foi conduzido nas mesmas condicdes do ensaio de liberacdo in vitro com coletas

nos tempos 5, 15 e 30 minutos e 1, 2, 4, 8, 14, 20 e 24 horas. Em seguida, as
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amostras coletadas foram filtradas em membrana de 0,45 ym e analisadas por
CLAE para quantificar o RES na solugao receptora. As peles submetidas ao estudo

de permeacao foram limpas com papel absorvente e avaliadas quanto a retencao.

4.2.8. Avaliagdo da retengéo cuténea in vitro do RES

Logo apds o término do ensaio de permeacédo in vitro (24 horas), as peles
foram retiradas das células de Franz e o excesso de formulagao foi retirado com
papel absorvente, sendo mantidas em vidro de relégio durante a técnica de tape
stripping para nado haver perda do farmaco. Dessa forma, o estrato cérneo foi
removido com o objetivo de quantificar a substancia ativa que ndo permeou a pele.
Para isso, foram utilizadas 16 fitas adesivas (Scoth 750 3M), descartando-se a
primeira fita. As fitas foram transferidas para um tubo de ensaio com 5 mL de
metanol, agitado em voértex por 1 minuto e posteriormente submetido ao banho de
ultrassom por 15 minutos. A solugdo foi filtrada em membrana 0,45 uym e
quantificada por CLAE. Em seguida, o restante da pele ja com o estrato cérneo
removido foi picotado com o auxilio de uma tesoura para avaliar a retencdo na
derme e epiderme. Este fragmentos foram colocados em tubos para centrifuga com
5 mL de metanol, agitados em vortex por 2 minutos, levado ao homogeneizador
Turrax® por 1 minuto e, por fim, foram colocados em lavadora ultrassénica por 30
minutos. Logo apdés, filtrou-se em membrana de e 0,45 um e a quantificagdo de RES

foi realizada por CLAE.

4.2.9. Avaliacdo da eficacia in vivo do RES

4.291. Animais experimentais

Como modelo animal foram utilizados camundongos sem pelo da linhagem
HRS/J, de ambos os sexos, adultos e com peso de 20 a 30 g. Os animais foram
mantidos no biotério do Hospital Universitario de Londrina-PR, em sala com
temperatura controlada, ciclo claro/escuro de 12h e com suprimento de agua e
racao ad libitum. Os experimentos foram conduzidos conforme as normas da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(Processo CEUA no. 25664.2012.35, OF. CIRC. CEUA No. 273/12,).

—
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4.29.2. Fonte de radiacdo UVB

Para inducdo de estresse oxidativo foi utilizado como fonte de luz a lampada
UVB fluorescente modelo PHILIPS TL/12 40W RS (Medical-Holand). A lampada
emite radiagdo na faixa de A de 270 a 400 nm com pico maximo de emissdo em 313
nm. Esta lampada foi instalada em um compartimento de madeira desenvolvido para
a indugao do estresse oxidativo. Os animais foram colocados em caixas de plastico
e cobertos com uma tela plastica para garantir a total exposi¢gado da regiao dorsal.
Foi realizado um rodizio com as caixas contendo os animais devido a possiveis
variagcdes de radiagdo ao longo da lampada. Os animais ficaram a 20 cm da fonte
de irradiagdo e movimentavam-se livremente na caixa (CASAGRANDE et al., 2006;
CAMPANINI et al., 2013; IVAN et al., 2014).

4.2.9.3. Protocolo experimental para administragao topica do RES

Os animais foram aleatoriamente colocados em quatro grupos, (n=5). Sendo:

Grupo CNI = ndo irradiados e nao tratados;

Grupo CI = irradiados e nao tratados;

Grupo SLC = irradiados e tratados com sistema liquido-cristalino sem RES;

Grupo SLC-RES = irradiados e tratados com sistema liquido-cristalino contendo
RES;

As formulagdes foram aplicadas em todo o dorso dos animais com o auxilio
de um pincel, cerca de 0,5 g, 12 h, 6 h, 5 min antes da irradiacéo e 6 h apds o inicio
da irradiacdo. A dose de irradiagao utilizada para inducédo do estresse oxidativo foi
de 4,14 Jlcm? (SHINDO; WITT; PACKER, 1993; CASAGRANDE et al.,
2006;CAMPANINI et al., 2013). Os animais foram terminalmente anestesiados e
sacrificados, 2 h (dosagem da atividade de catalase e producdo de anion
superoéxido), 4 h (avaliagdo dos niveis de hidroperéxidos lipidicos e dosagem de IL-
10) e 12 h (avaliacdo de edema cutaneo, atividade de mieloperoxidase (MPO),
avaliagdo do poder antioxidante redutor férrico (FRAP), sequestro do radical livre

ABTS" e dosagem dos niveis da glutationa reduzida (GSH) apds o término da
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exposicao a irradiagcao UVB, a pele do dorso foi retirada, limpa, lavada com NaCl
145 mM e armazenada a -70°C para as analises. Apenas a avaliacdo do edema

cutaneo foi realizado no mesmo dia da coleta da amostra de pele.

4.2.9.4. Avaliacao da eficacia anti-inflamatoria in vivo do RES

4.2941. Avaliacido do edema cutaneo
O edema cutaneo foi avaliado por meio do aumento de peso da pele dorsal
dos animais. Com o auxilio de um molde, coletou-se uma area constante de pele do
dorso de cada animal e, posteriormente, a mesma foi pesada (AFAQ; ADHAMI;
AHMAD, 2003; BATHIA et al., 2011; IVAN et al., 2014). O efeito do RES no edema
induzido por radiacado UVB foi mensurado por meio do aumento da espessura da

pele na regidao dorsal. O resultado foi expresso em mg de pele.

4.2.9.4.2. Avaliagao da atividade de MPO

A migracgao de neutrdfilo na pele induzida por radiacdo UVB foi realizada pelo

método cinético-colorimétrico da avaliagdo da atividade da MPO (BRADLEY et al.,
1982, CASAGRANDE et al., 2006), uma enzima oxidorredutora do peroxido de
hidrogénio encontrada em granulos de leucdcitos.
As amostras de pele foram coletadas em 400 uL de tampao fostato 0,05 M (pH 6.0)
com 0,5% de HTAB e trituradas com o triturador Tissue-Tearor (Biospec). O
homogenato foi centrifugado (Rotina 46 R, HettichZentrifugen) a 11000 rpm por 2
min a 4°C e o sobrenadante foi retirado para o ensaio.

Em microplaca preparou-se uma curva analitica com neutréfilos na
concentracdo de 97,65 a 100.000 que foi utilizada para inferir o numero de
neutrdéfilos presentes nas amostras. A curva foi preparada com a adi¢cao de 100 uL
de tampao fosfato 0,05M e uma solugcado contendo 200.000 neutrdéfilos no primeiro
poco (A1) com posterior diluicdo seriada até o décimo primeiro poco (A11). O
décimo segundo pog¢o (A12) foi utilizado como branco ao qual foi adicionado apenas
200 uL de agua deionizada.

O ensaio com as amostras foi realizado na mesma placa com a adicdo de 30
ML da amostra. A reacado colorimétrica inicia-se pela adicdo em todos os pocos de
200 pL de uma solugao contendo 10% de tampao fosfato 0,05 M (pH 6,0), 0,0167%
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de o-dianisidina e 0,05% de H,O, em agua deionizada. A leitura foi realizada em até
5 minutos em 450 nm (Asys Expert Plus, Biochrom). Os resultados foram expressos

em numero de neutrdéfilos/mg de pele.

4.2.9.4.3. Avaliacido da inibicao de secrecao/atividade da MMP-9

Para determinacdo de MMP-9 com atividade gelatinase foi utilizada
zimografia em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
As amostras de pele foram diluidas (1:4) e trituradas (T18 basic, IKA) em tamp&o
Tris/HClI 50 mM (pH 7.4) contendo cloreto de célcio (CaCl;) 10 mM e 1% de
inibidores de proteinases (fenantrolina, fluoreto de fenilmetilsulfonila e N-
etilmaleimida). O homogenato foi duplamente centrifugado a 12.000 g por 10 min a
4°C. Aliquota de 50 uL do sobrenadante foi coletada e diluida em 10 yL de tampao
Tris/HCI (pH 6.8) contendo 20% de glicerol, 4% de duodecil sulfato de sédio (SDS) e
0,005% de xileno cianol. Para aplicagdo no gel de eletroforese foi utilizado 25 pL
desta mistura. Também foi realizada a dosagem de proteinas das amostras pelo
método de Lowry.

A espessura do gel utilizado foi de 1 mm e era composto por um gel de
concentracao (3 cm) e o gel de separacgao.
O gel de concentragao foi preparado contendo:

- Agua deionizada 4.060 pL

- Acrilamida / bisacrilamida (30:0,8) 860 uL

- Tampao Tris HCI/SDS (pH 6.8) 1.670 pL

- APS (Persulfato de aménio) 10% 33 pL

- Temed 6.6 uL
O gel de separacgao foi preparado contendo:

- Agua deionizada 5.870 pL

- Acrilamida / bisacrilamida (30:0,8) 5.000 pL

- Tampao Tris HCI/SDS (pH 8.8) 3.750 L

- Gelatina 10% 375 pL

- APS (Persulfato de aménio) 10% 50 pL

- Temed 10 yL

O gel foi submetido a uma pré-corrida de 10 mA por 15 min. Durante a

eletroforese a corrente aplicada foi de 10 mA para o gel de largada e 13 mA para o
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gel de corrida, sendo que a ultima corrente foi mantida constante por 15 min apds a
saida do corante do gel.

Apos a eletroforese o gel de poliacrilamida foi lavado por 1 h com solugéo de
triton X-100 2,5% sob constante agitagao, posteriormente o gel foi incubado por 12 h
a 37°C em tampéao Tris/HCI 50 mM (pH 7.4) CaCl, 10 mM e 0,02% de azida sddica.
Ao final da incubagao o gel foi corado com uma solugao contendo 0,25% de azul
brilhante, 10% de acido acético e 50% de metanol em agua deionizada. Para
visualizagdo das bandas o gel foi descorado com acido acético 20% (FONSECA et
al., 2010). A atividade proteolitica foi analisada semi-quantitativamente por meio da
comparagao entre as bandas dos diferentes grupos pelo programa ImagedJ (NIH,
Bethesda, MD, USA).

4.294.4. Avaliagao da producgao de IL-10

A quantificacao da citocina IL-10 foi realizada utilizando-se a técnica de
enzima imunoensaio (ELISA) com kits comerciais (eBioscience) conforme descrito
previamente por Verri et al. (2008).

As amostras de pele foram trituradas com o triturador Tissue-Tearor
(Biospec) em 500 pL de solugdo NaCl 0,9%, centrifugadas a 2.000 g (Rotina 46 R,
HettichZentrifugen) por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi retirado para andlise.

Para a realizagao do ensaio, microplacas com 96 pocos foram incubadas por
toda a noite a 4°C com anticorpos de captura contra as proteinas de interesse (10
ug/mL). Apds esse tempo de incubagdo, as placas foram lavadas com tampao de
lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e incubadas por 1 h a temperatura
ambiente com uma solugdo a 1% de albumina bovina. Apds esse bloqueio e
lavagem das placas com tamp&o de lavagem, a curva padréo e as amostras foram
adicionadas (100 pL) e incubadas a 4°C por 12 h. Posteriormente, as placas foram
lavadas com tamp&o de lavagem e os anticorpos policlonais biotinilados (anticorpo
de detecgdo) foram adicionados (100 pL). Apds incubagdo em temperatura
ambiente por 1 h, as placas foram lavadas com tampéao de lavagem e 100 puL de
enzima avidina-peroxidase foram adicionados. As placas foram incubadas por 30
min a temperatura ambiente, lavadas, e adicionado 100 uL de reagente contendo

0,04% de ortofenilenodiamina (OPD), 0,04% de H,O, em tampao fosfato, a placa foi
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mantida no escuro em temperatura ambiente por 15 min. A reagao enzimatica foi
interrompida com uma solugdo de H3PO4 1M e a absorvancia determinada em 450
nm (Victor X3, Perkin Elmer).

A curva padréo foi utilizada para quantificar a citocina presente na amostra e
os resultados foram expressos em picogramas (pg) de citocina/mg de pele
(SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995; VERRI et al., 2008).

4.2.9.5. Avaliacao da eficacia in vivo do RES na proteg¢do da capacidade

antioxidante da pele

4.29.5.1. Dosagem do antioxidante endogeno GSH

Dentre os diversos antioxidantes enddégenos presentes na pele, o GSH é um
dos principais, sendo seus niveis diminuidos pela exposi¢cdo da pele a radiacao UV
(FUCHS, 1998). Neste ensaio realiza-se a deteccdo do acido 5-mercapto-2-
nitrobenzdico, um composto amarelo, liberado pela quebra da ligagdo dissulfeto do
acido 5’,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico) (DTNB) pelo grupo sulfidrila da glutationa
(HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008).

As amostras de pele foram diluidas (1:4) em EDTA 0,02 M e trituradas
(Tissue-Tearor, Biospec). Ao homogenato foi adicionado acido tricloroacético (TCA)
50% na proporcao de 1:0,2 de EDTA e TCA, respectivamente. A mistura foi
centrifugada a 4000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recentrifugado a
4000 rpm por 15 min a 4°C, o sobrenadante final foi retirado para analise.

O ensaio foi realizado em microplaca e adicionou-se 50 yL de amostra ao
meio reacional contendo 100 yL de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 5 pL de uma
solucdo de DTNB em metanol (1,9 mg/mL em metanol). A absorvancia foi
determinada apdés 5 min de incubagao a 405nm (Asys Expert Plus, Biochrom). A
curva analitica foi preparada com 0 a 150 yM de GSH e no branco foi adicionado
50uL de EDTA 0,02M, 100uL Tris 0,4M (pH= 8,9) e 5uL de DTNB. Os resultados
foram expressos em uyM de GSH/mg de pele (MORON; DEPIERRE; MANNERVIK,
1979; SRINIVASAN; SABITHA; SHYAMALADEYV, 2007; IVAN, 2013).
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4.2.9.5.2. Avaliagao do poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

Realizou-se o ensaio FRAP a fim de avaliar o poder antioxidante de reducéao
férrica da pele. As amostras de pele foram homogeneizadas em 500uL de KCI
(1,15%) com um triturador (Tissue-Tearor, Biospec) e centrifugadas a 1.000 g por 10
min a 4°C, o sobrenadante foi retirado para a analise. Para a reacao foram utilizados
30 pyL do sobrenadante e 1mL de reagente de FRAP. O reagente de FRAP foi
preparado adicionando 2,5 mL de uma solugcdo 10 mM de 2,4,6 tripiridil-S-triazina
(TPTZ) em HCI 40 mM a 2,5 mL de FeCl;.6H,0 e 25 mL de tampé&o acetato 0,3 mM
(pH 3,6). A solugao foi incubada a 37°C por 30 min antes do uso.

A reacao foi incubada por 30 min a 37°C e posteriormente foi realizada a
leitura em 595 nm (ThermoSpectronic). Uma curva analitica com diferentes
concentragbes de trolox (0,5 a 20 pM) foi utilizada para posterior calculo dos

resultados em uM equivalente de trolox/mg de pele (KATALINIC et al., 2005).

4.295.3. Capacidade sequestradora do radical ABTS"

O ensaio é baseado na diminuicdo da absorvancia devido ao sequestro do
radical ABTS®. As amostras de pele foram homogeneizadas em 500uL de KCI
(1.15%) com um triturador (Tissue-Tearor, Biospec) e centrifugadas a 1.000 g por 10
min a 4°C, o sobrenadante foi retirado para a analise.

O radical ABTS foi produzido reagindo 7 mM da solugdo de ABTS com 2,45
mM de persulfato de potassio. A mistura foi armazenada em frasco ambar e em
temperatura ambiente por no minimo 16 horas antes do uso. A solucado ABTS foi
diluida com tampéao fosfato (pH 7,4) até uma absorvancia de 0,700 a 0,800 nm.

Para a reacéao foi adicionado 40 pL do sobrenadante a 1mL de solugao de
ABTS. A reacgao foi incubada por 6 min e posteriormente foi realizada a leitura em
730 nm. Uma curva analitica com diferentes concentragdes de trolox (1 a 25 pM) foi
utilizada para posterior calculo dos resultados em uM equivalente de trolox/mg de
pele (KATALINIC et al., 2005).

4.2954. Dosagem da atividade de catalase (CAT)
A anadlise da atividade da CAT foi determinada através do decaimento na
concentragéo de H,O, e geragao de oxigénio, utilizando a técnica descrita por Aebi

(1984). As amostras de pele (aproximadamente 100 mg) foram diluidas em 500 pL
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de EDTA 0,02 M, trituradas (Tissue-Tearor, Biospec) e o homogenato foi
centrifugado a 2.700 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recentrifugado a 2.700
g por 10 min a 4°C e o sobrenadante final foi retirado para analise.

A determinacgdo da atividade da CAT na pele foi realizada em microplaca de
96 pocos por meio da adicdo de 10 yL de amostra, 160 yL de tampéo Tris-HCI 1M
com EDTA 5 mM pH 8,0, 20 pyL de agua deionizada e 20 pyL de H,O, 200 mM. Ao
teste foi incluido um branco para cada amostra preparado com 10 yL de amostra,
180 uyL de tampéo Tris-HClI 1M com EDTA 5 mM pH 8,0 e 20 yL de agua
deionizada. A velocidade com que o H,O, é reduzido pela agdo da CAT foi avaliada
através da diminuigdo no valor da absorbancia pela diferenga entre a leitura inicial e
a leitura 30 segundos apos a adigao do H,O, 200 mM. A leitura foi realizada em
espectrofotometro de microplaca (EnSpire, Perkin Elmer) em 240 nm com
temperatura mantida em 25 °C. Os valores de catalase foram expressos como

unidade de catalase/mg de pele/minuto.

4.2.9.5.5. Avaliagao dos niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH)

A avaliagao da formacgao de LOOH por quimiluminescéncia (QL) foi realizada
em uma adaptagao da técnica descrita por Flecha et al. 1991. As amostras de pele
(aproximadamente 100 mg) foram homogeneizadas em 800 uL de tampéao fosfato
(pH 7,4) com triturador (Tissue-Tearor, Biospec), centrifugadas a 700 g por 2
minutos a 4 °C e ao sobrenadante diluido em 1730 pyL de meio de reagao (KCI
120mM, tampao fosfato pH 7,4 30 mM) foi adicionado 20 uL de tert-butil
hidroperoxido 3 mM. Este ensaio foi realizado em contador B marca Beckman® LS
6000 (Fullerton, CA, EUA) em uma faixa de contagem nao coincidente com a
resposta entre 300 e 620 nm. Todo o experimento foi realizado ao abrigo da luz para
evitar a fosforescéncia dos frascos, a 30 °C, durante 120 minutos. Os resultados

foram expressos em contagem por minuto (cpm) por mg de pele.

4.2.9.5.6. Producao de anion superoxido
A quantificagdo da produgdo do anion superoxido foi realizada usando o
ensaio de reducdo de —nitroloe tetrazolium” (NBT) (CAMPANINI et al., 2013). As

amostras de pele (aproximadamente 100mg) foram homogeneizadas em 500 pL de
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EDTA 0,02 M com triturador (Tissue-Tearor, Biospec), centrifugadas a 2000 g por 20

segundos e o sobrenadante foi retirado para a analise.

Para a reagao 50 pL do homogenato foi incubado em placas de 96 pogos por
1 hora. Em seguida o sobrenadante foi cuidadosamente removido e as células
fixadas foi adicionado 100 pL de NBT (1mg/mL). Apdés 15 minutos o sobrenadante
foi cuidadosamente removido e ao precipitado foram adicionados 20 yL de metanol
100% para fixar, 120 yL de KOH 2M e 140 pL de DMSO para solubilizar o composto
formado da redugdo do NBT, o formazan.. A redugdo do NBT foi determinada
espectrofotometricamente em 620 nm e os resultados foram apresentados como

densidade 6ptica (OD)/10 mg de pele.

4.2.9.6. Analise estatistica

Para avaliacdo da eficacia anti-inflamatéria/antioxidante in vivo do sistema
liquido-cristalino contendo RES, os dados foram analisados pelo teste paramétrico
de analise de variancia (ANOVA) de uma via seguido do pés-teste de Bonferroni
para comparagdes multiplas.

Os resultados foram expressos como média * erro padrao da média (EPM).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para valores
correspondentes a p<0,05. Os dados foram analisados pelo software
GraphPadPrism®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Construcao do diagrama ternario de fases

A construgdo do diagrama pode servir como ponto de partida para o
delineamento de formas farmacéuticas, pois permite delimitar as regides formadas
com diferentes porcentagens de tensoativo, agua e 6leo. Dessa forma, o diagrama
ternario de fases pode ser representado por um tridngulo equilatero, cujo vértice
superior representa 100% de tensoativo, o vértice esquerdo representa 100% de
fase aquosa e o vértice direito representa 100% de fase oleosa. A mistura dessas
diferentes fases pode gerar agregados, como emulsdes, microemulsdes, cristais
liquidos ou separagédo de fases (LAWRENCE & REES, 2000; FEIGENSON et al.,
2001).

Foi construido um diagrama de fases empregando fase oleosa (silicone DC®
193), tensoativo (silicone DC® 5329) e fase aquosa (dispersdo polimérica de
Carbopol® 974 a 0,5%).

Atualmente, os silicones disponiveis no mercado atendem a varias exigéncias
realizadas pelos formuladores, como por exemplo, aparéncia natural, toque leve e
podem ser incorporados em produtos diferenciados (desde produtos para
adolescentes até mesmo em produtos para a pele envelhecida) e ndo apresentam
comedogenicidade (DONOLATO et al., 2001).

Os silicones utilizados para o desenvolvimento do sistema liquido-cristalino
também apresentam tais caracteristicas citadas anteriormente. O silicone DC 5329
pode ser utilizados como emulsificante para uma série de oleos, além de ser menos
irritante O silicone DC 193° ¢ um silicone fluido de co-polimero glicol nao irritante
para a pele e olhos (CHORILLI, 2007). Devido ao alto teor de agentes
emulsificantes utilizados na formulagao de cristais liquidos, optou-se por utilizar este
tensoativo que, teoricamente, € menos irritante.

A Figura 3 representa o diagrama de fases e as regides formadas, de acordo

com a analise visual contra fundo escuro.
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Figura 3: Diagrama de fases — Andlise visual. (® ) sistema viscoso translucido, ( ® )
sistema viscoso transparente, ( ¥ ) sistema transparente de baixa viscosidade, (M )
sistema liquido transparente, (B ) sistema translicido de baixa viscosidade e (& )
separacao de fases.
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Pela Figura 3, foi possivel delimitar varias regides: uma area em que se
obteve um sistema viscoso transliucido (®), outra area de sistema viscoso
transparente ( ®),sistema transparente de baixa viscosidade ( ¥), sistema liquido
transparente (M) e sistema translucido de baixa viscosidade (®). Observou-se
também uma regido de separagao de fases ( # ), podendo sugerir que a proporgao
de tensoativo nesta regido nao foi suficiente para estabilizar o sistema.

Além disso, nota-se a formagdo de sistemas viscosos transparentes ou
translucidos e sistemas de baixa viscosidade transparente ou translucido em ampla
faixa do diagrama. Esta consideragdo pode ser importante, pois um dos objetivos
deste estudo foi trabalhar com sistemas nanoestruturados para aplicacdo por via
topica. Logo, seria interessante que a formulagcao apresentasse certa consisténcia e,
simultaneamente, certa resisténcia ao escoamento, facilitando assim a aplicacdo do

produto na pele.
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5.1.1. Formulagbes selecionadas

Do sistema obtido, foram selecionadas quatro formulacbes para posterior
analise estrutural.

Para a selecao dessas formulagdes, utilizou-se como critério o fato de que,
nos pontos selecionados, o sistema de maior interesse era constituido de regides de
sistema translucido de baixa viscosidade. Manteve-se constante a concentracido da
fase aquosa (25%) e variou-se as proporcdes de fase oleosa e tensoativo (Tabela

1). A Figura 4 demonstra os pontos escolhidos no diagrama de fase.

Tabela 1: Formulacdes preparadas com concentracao fixa de fase aquosa e variagées nas
concentracdes de fase oleosa e tensoativo.

Componentes F1 (%) F2 (%) F3 (%) F4 (%)
Silicone DC® 5329 55 60 65 70
Silicone DC® 193 20 15 10 5
Agua 15 15 15 15
Dispersao de Carbopol® 974 10 10 10 10
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Figura 4: Diagrama de fases para o sistema estabilizado com silicone DC 5329 como
tensoativo, fase oleosa silicone DC 193 fase aquosa com 5% de disperséo de carbopol. As
areas delimitadas representam: ME - microemulsdo, FC — fase cubica, FH — fase
hexagonal, FL — fase lamelar e TF — transi¢do de fase.

Tensoativo

Fase aquosa Fase oleosa

5.2. Analise estrutural dos sistemas

5.2.1. Microscopia de luz polarizada para as formulagbes
selecionadas

De acordo com Chorilli et al. (2007), a microscopia de luz polarizada é muito
utilizada na identificacdo primaria de mesofases de sistemas liquido-cristalinos e
microemulsdes.

As formulagcdes sao analisadas em microscopio de luz polarizada, os quais
sdo capazes de alterar o plano da luz polarizada. As mesmas serao classificadas
como anisotropicas se forem capazes de desviar o plano da luz polarizada em
diregdes néo equivalentes. Ja se as formulagées ndo conseguirem desviar o plano
de luz polarizada, serdo classificadas como isotropicas. As mesofases liquido-

cristalinas lamelares e hexagonais sao anisotropicas e sao identificadas,
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respectivamente, por cruzes de malta e estrias. Ja as mesofases cubicas e as
microemulsdes sao classificadas como isotrépicas e sao identificadas pela presenga
de como campo escuro.

Nas Figuras 5 e 6 estdo representadas as fotomicrografias obtidas por

microscopia de luz polarizada.

Figura 5: Fotomicrografias das formulagdes obtidas por microscopia de luz polarizada — A:
F1;B: F2; C: F3; D: F4

A: F1 — Cruz de Malta B: F2 - Cruz de malta
(Sistema Anisotrépico) (Sistema Anisotropico)
C: F3 - Cruz de malta B: F2 - Cruz de malta
(Sistema Anisotrépico) (Sistema Anisotropico)
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Figura 6: Fotomicrografias das formulacdes obtidas por microscopia de luz polarizada com a
presencga de 0,1% de Trans-resveratrol — A: F1R; B: F2R; C: F3R; D: F4R

A: F1R- Cruz de malta B: F2R - Cruz de malta
(Sistema Anisotrdpico) (Sistema Anisotrdpico)
C: F3R - Cruz de malta D: F4R - Cruz de malta
(Sistema Anisotrépico) (Sistema Anisotrépico)

As fotomicrografias das amostras F1, F2, F3, F4 apresentadas nas Figuras 5,
e F1IR, F2R, F3R e F4R apresentadas na Figura 6, revelaram a presencga de cruz de
malta, sendo caracteristica de mesofase liquido-cristalina lamelar. E possivel notar
também que a presencga do farmaco nao alterou a estrutura do sistema.

5.2.2. Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)
Realizou-se a analise de SAXS com o intuito de confirmar os tipos de
estrutura e arranjo sugeridos pela microscopia de luz polarizada, de forma a
apresentar resultados mais fidedignos sobre a nanoestrutura das formulagbes

escolhidas.
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De acordo com o sistema nanoestruturado analisado, € possivel observar a
presenga de picos pelos quais se pode determinar qual o tipo de estrutura existente.
Em sistemas do tipo microemulsdo e micelas, a curva de SAXS apresenta uma
banda ou pico amplo. Ja em sistemas liquido-cristalinos o que determinara o tipo de
estrutura cristalina é a posicdo dos picos no eixo g, que permitira calcular
parametros estruturais (CALIXTO, 2013).

Em relagdo ao primeiro pico mais intenso, para estruturas lamelares, a
posicéo relativa dos picos geralmente obedece a relagdo 1+2+3...; no entanto, para
estruturas hexagonais a relagédo € de 1+3+2+7... (HOLMQVIST et al., 1997). Ja para
os cristais liquidos de fase cubica correlacionam-se os valores 1,41+1,73+2,82+3
(YARIV et al., 2010).

Dessa forma, verificou-se a posicdo dos picos (q1, g2, g3, ...) das
formulagdes selecionadas e assim foi calculada a razao entre os (q) obtidos, em
funcdo da posicao do primeiro pico (q1). A partir destes resultados foi possivel
caracterizar estruturalmente os sistemas liquido-cristalinos.

A Figura 7 mostra as curvas de SAXS das formulagbes selecionadas

acrescidas ou nao de trans-resveratrol.

Figura 7: Curvas de SAXS das formulag¢des F1, F2, F3, e F4 acrescidas ou nao de trans-
resveratrol. (A) F1 e FIR, (B) F2e F2R, (C) F3 e F3R, (D) F4 e F4R
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Os valores de picos obtidos correspondentes a Figura 7 revelaram a
presenca de estrutura lamelar. E possivel observar que a adicdo do trans-resveratrol
nao alterou a estrutura das formulagoes.

A Tabela 2 representa os valores obtidos da razdo entre as distancias dos

picos.

Tabela 2. Valores da razao entre as distancias interplanares das formulagdes F1,
F2,F3, F4 e F1R, F2R, F3R, F4R acrescidas de RES.

Formulacao qgmax1 gmax2 d1/d2 Estrutura
F1 1.284 0.645 2.000 Lamelar
F2 1.347 0.672 2.000 Lamelar
F3 1.339 0.664 2.015 Lamelar
F4 1.452 0.725 2.013 Lamelar
FIR 1.437 0.727 1.981 Lamelar
F2R 1.273 0.649 1.982 Lamelar
F3R 1.361 0.682 2.000 Lamelar
F4AR 1.435 0.718 2.012 Lamelar

82 /2270 L -,
L%(/I’@M(l SCHUINY < yﬁﬁlﬂ/ﬂ(l’ 63



- .
L@efy/ﬁm/{}d e e@/a’ﬂll/x)ﬁa

Para determinar o tipo de estrutura das formulacdes analisadas, observou-se
a posicao dos picos (q1 e g2) e determinou-se a razao entre os diversos (q) em
funcdo da posigdo do primeiro pico (q1). De acordo com os valores obtidos foi
possivel identificar qual a mesofase das estruturas liquido-cristalinas presentes
(mesofase lamelar).

Dessa forma, os resultados das medidas de SAXS, presentes na Figura 7 e
Tabela 2, estdo coerentes com os resultados obtidos pela microscopia de luz
polarizada, identificando fase lamelar para as oito formulagdes, independente de
apresentarem ou ndo o trans-resveratrol. E interessante notar também que a
variagdo de tensoativo e da fase oleosa nao alterou a estrutura lamelar das
formulag¢des analisadas tanto na microscopia de luz polarizada quanto na analise de
SAXS.

5.2.3. Determinagdo do comportamento reolégico
5.2.3.1. Analise reoldgica de fluxo continuo

A analise reoldgica de fluxo continuo estabelece uma relacédo entre a
microestrutura e o comportamento macroscépico do material por meio de estudos
de comportamento de fluxo da amostra quando submetida a uma tensao (SAVIC et
al., 2011).

De acordo com Pestana et al. (2008) e Calixto (2013), este ensaio possui
diversas aplicagdes, incluindo desde a avaliacdo da facilidade do material escoar de
um frasco, o espalhamento de um creme ou logao sobre a pele, o bombeamento de
um produto do equipamento em um processo industrial, até mesmo a passagem do
produto pelo orificio de uma agulha. Dessa forma, a analise reologica de fluxo
continuo tem sido um meétodo muito utilizado para caracterizar sistemas de
liberacao.

Recentemente, pesquisadores tém procurado estudar o comportamento da
microestrutura dos sistemas liquido-cristalinos e sua fase lamelar quando estdo sob
cisalhamento. Entretanto, observa-se que, em determinados casos, o perfil reolégico
pode ou n&o estar relacionado com a natureza e a concentragdo de tensoativo
presente na amostra (BERNI et al., 2002; CHORILLI, 2007).

A partir da analise da curva de fluxo, que correlaciona a tensdo de

cisalhamento com a taxa de cisalhamento, é possivel verificar o comportamento de
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fluxo do material estudado. Este grafico, por sua vez, é constituido por duas curvas,
uma ascendente e outra descendente. A curva ascendente mostra o comportamento
de fluxo da amostra quando ocorre o aumento da taxa de cisalhamento. Ja a curva
descendente mostra o comportamento de fluxo da amostra quando ocorre a
diminuicado da taxa de cisalhamento (ISAAC, 2008).

Analisando-se a curva ascendente, € possivel determinar dois tipos de
comportamento: newtoniano ou ndo newtoniano. A partir do comportamento nao
newtoniano pode-se ainda classificar o fluxo do material como sendo plastico,
pseudoplastico ou dilatante. Ja na curva descendente é possivel classificar o fluxo
do material como reopético ou tixotrépico (SCHRAMM, 2006).

Ainda de acordo com Schramm (2006), diz-se que um material possui fluxo
newtoniano quando a sua viscosidade for constante, ou seja, a sua curva de fluxo
ascendente for constituida por uma reta, passar pela origem e seus valores de taxa
de cisalhamento e tensdao forem constantes. A amostra estudada tera
comportamento pseudoplastico quando sofrer uma diminuicdo na sua viscosidade
concomitantemente com o aumento da taxa de cisalhamento. Tal fenbmeno é
classificado de shear thinning, ou também conhecido como afinamento por
cisalhamento (SAVIC et al., 2011). O comportamento plastico possui caracteristicas
idénticas ao comportamento pseudoplastico; entretanto, apresenta um limite de
tensdo de escoamento chamada de yield stress, a qual deve ser superada para que
o material possa fluir. Desta maneira, o material necessita inicialmente de uma forga
maior que seja capaz de superar a sua reticulagao interna para que possa fluir. Ja o
comportamento dilatante € o inverso, ou seja, aumenta sua viscosidade
concomitantemente com o aumento da taxa de cisalhamento (MAZZARINO et al.,
2007).

Analisando-se a curva descendente, as amostras serdo classificadas como
sendo tixotropicas ou reopéticas quando possuirem a capacidade de recuperar sua
estrutura inicial a medida que diminuir a taxa de cisalhamento (ISAAC et al., 2008).

Um material tixotropico pode ter dois tipos de graficos, ou seja, a curva
descendente pode voltar por baixo da curva ascendente formando uma area
denominada como area de histerese ou pode coincidir com a curva ascendente.
Quando ocorre a formagao da area de histerese, observa-se que a viscosidade

aumenta mais lentamente do que diminui, sendo tixotropico tempo dependente. Nos
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materiais tixotropicos tempo-independentes a curva descendente coincidi com a
curva ascendente, ou seja, o material rapidamente se recupera (FRESNO et al.,
2002).

Segundo Schramm (2006), os materiais que possuem comportamento
reopético, apresentam a curva descendente voltando por cima da curva ascendente
e no sentido anti-horario. Este tipo de material, durante o cisalhamento, é capaz de
aumentar a sua viscosidade e a medida que este cisalhamento diminui, a sua
viscosidade original volta a ser recuperada.

As Figuras 8, 9 e 10 demonstram a variagao da tensao de cisalhamento em

funcdo da velocidade de cisalhamento para as formulacdes F1, F2 e F3.

Figura 8: tensado de cisalhamento em fung¢ao da velocidade de cisalhamento para
formulagao F1
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Figura 9: Tensao de cisalhamento em fungao da velocidade de cisalhamento para
formulagao F2
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Figura 10: Tensdo de cisalhamento em fungéo da velocidade de cisalhamento para
formulacao F3
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Analisando-se os reogramas das Figuras 8, 9 e 10 é possivel observar que as
formulagdes F1, F2 e F3 comportam-se como um fluido ndo newtoniano, uma vez
que a curva de fluxo ascendente ndo é constituida por uma reta, nédo passa pela
origem e, ainda, seus valores de taxa de cisalhamento e tensdo ndo s&o constantes.
Devido a nao linearidade entre a tensao e a taxa de cisalhamento, as formulacdes
comportam-se como um fluido pseudoplastico. Observa-se também que as
formulagdes possuem um comportamento tixotropico tempo-dependente, pois as

curvas descendentes ndo se sobrepdem as curvas ascendentes. Dessa forma, nota-
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se uma area de histerese, o que indica que o material necessita de um tempo maior
para recuperar sua estrutura inicial. (CALIXTO, 2013).

A partir das curvas de fluxo obtidas, calculou-se o valor de n e k para
caracterizar o comportamento de fluxo e caracterizar a viscosidade do material,

respectivamente. Para isso, utilizou-se a equagao 3:

T =k.y" (equagao 3)

Onde: T é a taxa de cisalhamento, k € o indice de consisténcia, y € a tensao
de cisalhamento e n é o comportamento de fluxo.

Neste modelo matematico, n=1 representa que o fluido possui
comportamento newtoniano, n>1 representa que o fluido possui comportamento
dilatante, ja o n<1 representa um fluido pseudoplastico. O indice de consisténcia (K)
avalia a viscosidade dinamica das formulagdes e seu valor varia de acordo com a
viscosidade do material (CALIXTO, 2013).

Os valores de n e k estio descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) das formulagdes F1, F2,
F3.

Formulagdes n k

F1 0,389 9,331
F2 0,285 11,399
F3 0,293 15,009

Os valores de n dispostos na Tabela 3 (n<1) confirmam que as formulacgdes
possuem fluxo pseudoplastico. Ja o indice de consisténcia aumentou de acordo com
o aumento da quantidade de tensoativo das formulagdes (F1: 55%, F2: 60%, F3:
65%), ou seja, a viscosidade das formulagdes foi aumentando junto com a
concentracao de tensoativo.

Conforme Carvalho (2009), o comportamento pseudoplastico observado nas
formulagbes pode ser devido & formacdo da estrutura liquido-cristalina. E

interessante notar que este comportamento pseudoplastico é favoravel para uma
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futura utilizacdo das formulagdes desenvolvidas, uma vez que a aplicacdo da
mesma sobre a pele envolve altas taxas de cisalhamento, o que causara um
—ahamento” nas formulagbes devido ao desentrelagcamento das cadeias
poliméricas. No entanto, ao se retirar esta for¢ga externa, a viscosidade inicial sera
recuperada novamente, ocasionando um maior tempo de permanéncia da
formulagao sobre a pele.

De acordo com os reogramas apresentados nas Figuras 8, 9 e 10 é possivel
notar o comportamento tixotropico das formulagdes observando as areas de
histerese presente nas curvas de fluxo. Esta area de histerese é fortemente
influencia pela presenca de estrutura liquido-cristalina, ou seja, quanto maior a area
de histerese, maior sera a microestruturacdo das redes liquido-cristalinas
(CHORILLI et al., 2007). O comportamento tixotropico observado relaciona-se com
a forca de interacédo entre todos os componentes presentes nas formulagées nas
regides mais estruturadas. Dessa forma, essa estruturagdo pode ser destruida
concomitantemente com a elevacdo da velocidade de cisalhamento. Em
contrapartida, essa estruturacéo inicial pode ser facilmente recuperada a medida
que a velocidade de cisalhamento diminui (CALIXTO, 2013). Nota-se que a
formulacdo F1 (Figura 8) apresentou maior grau de tixotropia, ou seja, maior
facilidade de recuperagcdo da sua estrutura apds cessar a velocidade de
cisalhamento.

As Figuras 11, 12 e 13 demonstram a variacdo da tensao de cisalhamento
em fungdo da velocidade de cisalhamento para as formulagcbes F1, F2 e F3
acrescidas de RES comparando-se com os reogramas das mesmas néo acrescidas
de RES.
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Figura 11: Tensao de cisalhamento em fungdo da velocidade de cisalhamento para
formulacao F1 e F1 acrescida RES (F1R).
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Figura 12: Tensdo de cisalhamento em funcdo da velocidade de cisalhamento para
formulacdo F2 e F2 acrescida de RES (F2R).
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Figura 13: Tensdo de cisalhamento em fungdo da velocidade de cisalhamento para
formulacdo F3 e F3 acrescida de RES (F3R).
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As curvas de fluxo apresentadas para as formulagées com adi¢ao de farmaco

(Figuras 11, 12 e 13) demonstraram que a presenca do RES nao alterou o

comportamento ndo newtoniano, peseudoplastico e tixotropico das formulagdes

estudadas.

Os parametros calculados com o ajuste da lei das poténcias aos reogramas

de fluxo das formulagdes com adi¢cao de RES estao dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Comportamento de fluxo (n) e indice de consisténcia (K) das formulagdes F1, F2,
F3 e F1, F2, F3 acrescidas de RES (respectivamente, F1R, F2R e F3R).

Formulagdes n K

F1 0,389 9,331
F2 0,285 11,399
F3 0,293 15,009
FIR 0,367 6,424
F2R 0,388 8,652
F3R 0,231 13,122

Os valores de n dispostos na Tabela 4 (n<1) confirmam que a presenga do

farmaco nao alterou o comportamento pseudoplastico das formulagdes. Entretanto,

observando o indice de consisténcia, nota-se que houve uma redugao aparente
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diminui¢cao no valor de k com relagao as formulagdes sem o RES. Sugere-se entéo
que a presenga do RES levou a diminuicdo da viscosidade das formulagbes
independente da concentragéo de tensoativo.

Para a formulagdo 4 foram testados diversos parametros e geometrias no
ensaio de fluxo continuo, porém o equipamento nao foi capaz de realizar a leitura.
Sugere-se entdo que a alta viscosidade da formulagdo 4 impediu a leitura no
equipamento. Tal hipétese pode ser confirmada com base nos ensaios de varredura
de frequéncia, no qual foi constatado que, dentre todas as formula¢des estudadas, a
F4 foi a que se apresentou mais estruturada devido ao alto valor de G’ (mdédulo de
armazenamento) sobre o valor de G” (médulo de perda), indicando sistemas mais

estruturados.

5.2.3.2. Analise reoldgica oscilatéria de varredura de frequéncia

A analise reoldgica oscilatéria de varredura de frequéncia tem por finalidade
estudar as propriedades viscoelasticas das amostras, fornecendo assim
informagdes sobre a natureza estrutural das formulagdes.

Portanto, a viscoelasticidade linear de um sistema deve ser avaliada no
intervalo de frequéncia em que a tensao aplicada durante o ensaio ndo deforme a
estrutura tridimensional dos sistemas. Ja na regido de viscosidade nao-linear pode
ocorrer a destruicdo das ligagdes internas ou agregados moleculares, uma vez que
acontece a deformacgao dos sistemas (SCHRAMM, 2006; NEVES et al., 2009).

A viscoelasticidade linear dos sistemas correlaciona-se com a estrutura das
formulagcdes. Dessa forma, as propriedades viscoelasticas dos sistemas liquido-
cristalinos tornam-se importantes para o estudo de liberacdo transdérmica no
sentido de propor penetragao e adesao a pele (BENDER, 2008; YARIV et al., 2010;
OYAFUSO,2012).

Por meio do experimento sinoidal dinamico € possivel obter o médulo de
armazenamento ou elastico (G’) e modulo de perda ou viscoso (G”), em fungado da
frequéncia. O mddulo de armazenamento (G’) indica a energia armazenada no
material e depende dos rearranjos que acontecem durante o periodo de oscilagao,
podendo caracterizar um carater elastico ou sélido. Ja o mddulo de perda indica a

energia dissipada ou perdida durante o periodo de oscilagdo, podendo caracterizar
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um comportamento viscoso ou liquido. Desta maneira, quando ocorre o predominio
do moddulo elastico (G’) sobre o0 mdédulo viscoso (G”) pode-se dizer que o sistema
analisado é mais estruturado e possui fortes interagdes entre as moléculas (TENG
etal., 2011).

A Figura 14 demonstra o reograma obtido por meio da analise reologica

oscilatéria da formulacao F1.

Figura 14: Variacao do modulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcao da frequéncia para formulagao F1.
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No reograma da amostra F1 (Figura 14) nota-se que o modulo de perda (G”)
e 0 modulo de armazenamento (G’) praticamente coincidem até 10 rad/s. Este
comportamento demonstra que até esta frequéncia ha um equilibrio entre os
componentes elasticos e viscosos. Apds a frequéncia de 10 rad/s ocorre o
predominio de G” (modulo de perda) sobre o G’ (mdédulo de armazenamento). Essa
caracteristica indica um comportamento mais viscoso, sugerindo sistemas pouco
organizados. Além disso, pode-se observar a dependéncia de G’ pela frequéncia, ou
seja, a medida que se aumenta a frequéncia angular, ocorre também o aumento do
modulo de armazenamento (KHONDKAR et al., 2007).

A Figura 15 demonstra o reograma obtido por meio da analise reoldgica

oscilatoria da formulagéo F2.
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Figura 15: Variagdo do médulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcéo da frequéncia para formulagao F2.
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O reograma da amostra F2 (Figura 15) apresenta médulo de perda (G”)
maior que o modulo de armazenamento (G’). Essa caracteristica indica um
comportamento predominantemente viscoso, presente em sistemas pouco
organizados. Além disso, como pode observar no reograma da F1 (Figuras 14) apos
a frequéncia de 10 rad/s nota-se também a dependéncia de G’ pela frequéncia
(KHONDKAR et al., 2007).

As Figuras 16 e 17 demonstram o reograma obtido por meio da analise

reoldgica oscilatoria das formulagdes F3 e F4, respectivamente.
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Figura 16: Variagdo do médulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcéo da frequéncia para formulagao F3.
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Figura 17: Variacdo do modulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcéo da frequéncia para formulagao F4.
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De acordo com as Figuras 16 e 17, o moédulo de armazenamento (G’) foi
maior que o modulo de perda (G”). Desta maneira, o espectro mecanico das
formulacbes F3 e F4 indica caracteristicas de um comportamento
predominantemente elastico, demonstrando sistemas estruturados e com fortes
interacdes entre as moléculas. Entretanto, nota-se que os valores de G’ (médulo de
armazenamento) no reograma da formulagdo F4 (Figura 17) sao maiores

(aproximadamente duas vezes) do que o G’ (mddulo de armazenamento) no
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reograma da formulagdo F3 (Figura16), sugerindo que F4 possui um sistema mais
estruturado que F3.

A partir da analise dos reogramas das quatro formulagbes, é interessante
notar que a medida que se aumentou a concentracido de tensoativo nas formulagdes
(F1: 55%, F2: 60%, F3: 65%, F4: 70%) foi possivel obter sistemas mais
estruturados, ou seja, o médulo de armazenamento (G’) foi maior para F4. O mesmo
foi observado por Zhang e colaboradores (2008).

Além disso, observa-se nos quatro reogramas que a viscosidade da F4 é
maior que das outras formulagdes, sugerindo entdo que a viscosidade da fase
lamelar de sistemas liquido-cristalinos € dependente da concentragcdo de agente
tensoativo, uma vez que a formulagao F4 possui maior teor de tensoativo (F4: 70%).
Estes resultados estdo de acordo com Zhang et al. (2008).

As Figuras 18, 19, 20 e 21demonstram o0s reogramas obtidos das
formulagdes F1, F2, F3 e F4 com a presenga de 0,1% de trans-resveratrol e
comparadas com as mesmas formulacbes quando estdo sem a presenca do

farmaco.

Figura 18: Variacdo do modulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcao da frequéncia para formulagcéo F1 e F1 acrescida de RES (F1R).
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O reograma apresentado na Figura 18 demonstra que a adi¢ao de farmaco a
formulagao F1 alterou levemente a caracteristica de comportamento do sistema, ou
seja, nota-se que no reograma da F1 sem RES até 10 rad/s os mddulos G’ e G”
praticamente se coincidiram e depois desta frequéncia angular houve o predominio
de G”, indicando comportamento mais viscoso. Ja para F1 acrescida de RES (F1R),
pode-se observar que houve apenas o predominio de G” (médulo de perda), ou
seja, apenas caracteristica de comportamento viscoso. Nota-se também que houve
diminuicdo da viscosidade (aproximadamente 10 vezes) em relagdo ao reograma da
F1 sem RES. Sugere-se entdo que houve uma pequena desestruturagdo ou
desorganizacao do sistema com a presenca de RES, uma vez que foi observado

predominio do médulo G” e diminui¢ao da viscosidade do sistema.

Figura 19: Variacdo do modulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcao da frequéncia para formulagcédo F2 e F2 acrescida de RES (F2R).
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Pode-se observar que no reograma apresentado na Figura 9 a adicdo de
farmaco nao alterou bruscamente o comportamento do sistema, ou seja, G” (mddulo
de perda) continua maior que G’ (mddulo de armazenamento). Dessa forma, F2R
(acrescida de RES) apresenta caracteristica de um comportamento viscoso,
sugerindo sistema pouco organizado. Entretanto, nota-se diminuigao da viscosidade
da formulagcdo com adicdo de RES. Dessa forma sugere-se que houve uma leve

desestruturacao do sistema com a adi¢ao de farmaco.
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Figura 20: Variagdo do médulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em

funcado da frequéncia para formulagcéo F3 e F3 acrescida de RES (F3R).
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O reograma da formulagdo F3 acrescida de RES apresenta algumas

diferencas quando comparado com o reograma da mesma formulagédo, porém sem

a presenca de farmaco. Nota-se que no inicio, nos dois reogramas, houve o

predominio de G’ (médulo de armazenamento), demonstrando um comportamento

elastico, caracteristica de sistemas mais estruturados. Entretanto, na F3R, préximo

a frequéncia de 100 rad/s esse comportamento foi alterado, ou seja, observa-se que

o0 moédulo de perda (G”) e 0 médulo de armazenamento (G’) praticamente passaram

a se coincidirem. Este comportamento demonstra que proximo a frequéncia de 100

rad/s ha um equilibrio entre os componentes elasticos e viscosos. E possivel notar

também que houve uma diminuicdo consideravel (mais de 10 vezes) na viscosidade

do sistema acrescido de farmaco. Dessa forma, observa-se novamente que a

presenga do RES causa desestruturagao nos sistemas estudados.
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Figura 21: Variagdo do médulo de armazenagem G’, modulo de perda G” e viscosidade em
funcdo da frequéncia para formulagcédo F4 e F4 acrescida de RES (F4R).

10000

1000 4

100 A

G'(Pa), G"(Pa), n* (radss)
[ ]

w(rad/s)

No reograma apresentado na Figura 21 observa-se que, assim como nas
outras formulagbes, também houve diminuicdo na viscosidade do sistema.
Entretanto, a formulacdo F4R continua com caracteristicas de comportamento
elastico e com o sistema mais estruturado em relagcdo a F4 sem RES. Nota-se que
esta formulacado foi a que apresentou menor variagdo no valor de G’ (médulo de
armazenamento) com a adicao do farmaco.

Dessa forma, foi possivel observar por meio dos reogramas anteriores, que
em todas as formulagbes acrescidas de RES houve uma desestruturagcdo do
sistema e diminui¢ao da viscosidade devido a presencga de farmaco. Além disso, de
acordo com as discussodes anteriores apresentadas neste trabalho, a formulacéo F4,
dentre as demais, é a que possui sistema mais estruturado e maior quantidade de
tensoativo. Portanto, sugere-se que a quantidade elevada de tensoativo além de
causar maior estruturacdo no sistema, também impede que o farmaco cause
grandes transformacodes estruturais da mesma. Uma hipétese para tal fenbmeno é a
elevada concentracdo de tensoativo, pois em grandes quantidades as moléculas
deste componente se agregam mais densamente ocasionando um sistema mais
estruturado (ZHANG et al.; 2008).

Além disso, de acordo com e Shi e colaboradores (2012) devido ao fato do

modulo de armazenamento (G’) ter se mantido maior que o médulo de perda (G”)
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nos reogramas apresentados nas Figuras 18, 19, 20 e 21, sugere-se que a fase

lamelar deste sistema liquido cristalino em estudo se comporta como um -gel fraco”.

5.2.3.3. Ensaio de perfil de textura (TPA)

A andlise do perfil de textura mostra as propriedades mecéanicas das
formulagdes, tais como: dureza, compressibilidade, adesividade e coesao.

Os testes de TPA nas formulagdes escolhidas possuem grande importancia
para a liberagcdo de farmacos pela via topica e ajudam a analisar os parametros
necessarios para se obter uma boa aplicagdo das formulagdes e,
consequentemente, uma futura aceitagao do paciente (SENYIGIT, 2011).

Desta maneira, neste ensaio foi possivel avaliar a dureza, que € classificada
como a resisténcia maxima a deformagao compressional, e a compressibilidade,
classificada como sendo o trabalho necessario para comprimir a formulagao.
Portanto, dureza e compressibilidade revelam caracteristicas relacionadas a
facilidade de aplicagdo da formulagdo, simulando sua ejegcdo da embalagem e a
facilidade de espalhamento da mesma sobre a pele (JONES, 1997; SENYIGIT
2011, CARVALHO, 2012).

Ja a adesividade € o trabalho necessario para vencer as ligacdes e as forgas
atrativas entre a formulacdo e a prova analitica. Entretanto, ao se testar a
adesividade da amostra, pode ocorrer a quebra de ligagbes coesivas dentro da
formulacdo. Portanto, este parametro pode estar relacionado diretamente com a
coesao da amostra. Dessa forma, pode-se observar que quanto maior a adesividade
da formulagdo, maior € a coesao. Assim, €& possivel determinar a adesao
(bioadesao) da formulagéo na pele e a recuperagao estrutural da formulagéo para a
aplicagao seguinte, sendo uma informagao util para a finalidade pretendida (TAN et
al., 2000; OYAFUSO, 2012).

Dessa forma realizou-se a analise do perfil de textura (TPA) nas formulag¢des

selecionadas. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5: Propriedades mecanicas das formulagdes determinadas por meio do teste de
TPA. Cada valor representa a média do ensaio * desvio padrao.

F1 F2 F3 F4

Dureza (N) 0,018 +0,003 0,019+0,002 0,032+0,01 0,069 0,03

Compressibilidade (N.s) 0,229+0,016 0,278 £ 0,01 0,411+0,13 0,883 +0,42
Adeséo (N.s) 0,007 +£ 0,04 0,034+0,015 0,451+0,10 0,499+0,25

Coeséo 0,798 £ 0,02 0,822 £ 0,05 0,828 +0,02 0,835+0,09

Os dados da Tabela 5 foram analisados estatisticamente pelo teste One-way
ANOVA com pés-teste de Tukey com nivel de significancia de 0,01 %. De acordo
com os dados obtidos, verificou-se que nos parametros dureza e compressibilidade
nado houve diferenga significativa (p< 0,05) entre as formulagbes F1 e F2
demonstrando que a alteragdo da concentragdo dos componentes (tensoativo e fase
oleosa) nao foi capaz de alterar esses dois parametros, ou seja, F1 e F2 possuem a
mesma facilidade de aplicacdo da formulagao sobre a pele. Ja a adesao apresentou
diferenca significativa entre todas as formulagdes. Entretanto, na andlise da coesdo
nado houve diferenga significativa entre as formulagdes, demonstrando que o
aumento dos valores de coesao apresentados na Tabela 5 nao foi significativo a
ponto de diferenciar as formulagbes com relacédo a este parametro. Sugere-se entao
que o aumento da proporcao de tensoativo no material nao foi suficiente para alterar
as propriedades de coesao das quatro formulacdes.

A partir da analise estatistica e com base nos dados apresentados na Tabela
5, notou-se que a formulacdo F4 apresentou maiores valores nos parametros de
dureza, compressibilidade e adesao quando comparados as outras formulagdes F1,
F2 e F3. Logo, infere-se que a F4 possui melhor adesao e espalhabilidade na pele,
além de maior facilidade de aplicacao.

De modo geral, foi observado que houve aumento na dureza e
compressibilidade das amostras concomitantemente com a elevagdo da
concentracdo de tensoativo. Como observados nos ensaios de varredura de

frequéncia, estes resultados reforcam a evidéncia da presenca de sistemas mais

—
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organizados, uma vez que dureza e compressibilidade sado parametros reoldgicos

que analisam a deformagao do material sob compressao (CALIXTO, 2013).

5.2.3.4. Ensaio de bioades&o in vitro

De acordo com Smart (2005), a bioadesao pode ser definida como o estado
em que dois materiais, sendo pelo menos um de natureza biolégica, se mantenham
juntos por um periodo prolongado de tempo devido a presenga de forgas
interfaciais. O processo de bioadesao acontece por meio de duas etapas. A primeira
etapa consiste em um contato intimo entre a membrana biolégica e o material
bioadesivo. Ja na segunda etapa ocorre a consolidagdo da jungdo adesiva pelas
interagdes fisico-quimicas, conduzindo a adeséao prolongada (LYRA et al., 2007).

Os sistemas bioadesivos podem ser formulados para aderir em substratos
biolégicos como pele, mucosa nasal, bucal, respiratoria até a mucosa
gastrointestinal. Dessa maneira, as principais vantagens destes sistemas
bioadesivos estdo na capacidade de melhorar a biodisponibilidade, absorcao e
transporte de farmacos e diminuir os efeitos sistémicos indesejaveis. Além disso,
possuem a capacidade de prolongar o tempo de permanéncia do farmaco no local
de aplicacao intensificando o contato da formulagédo com a barreira bioldgica. Dessa
forma, evita aplicacao repetida do produto, aumentando assim a adesao do paciente
ao tratamento (SMART et al., 2003; CALIXTO, 2013).

Os dados de bioadesao das formulacdes F1, F2, F3, F4 e F1R, F2R, F3R e

F4R foram avaliados sobre pele suina e estao representados na Tabela 6.
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Tabela 6: Trabalho da forga bioadesiva (mN.s) das formulagdes. Os valores representam a
média £ desvio padrdo, a temperatura de 32°C.

Formulagdes Trabalho da Forga Bioadesiva (mN.s)
F1 0,019 £ 0,0013
F2 0,020 £ 0,012
F3 0,021 £ 0,0019
F4 0,026 + 0,024
FIR 0,026 + 0,0039
F2R 0,029 £ 0,0023
F3R 0,030 £ 0,0025
F4R 0,032 + 0,014552

Os dados na Tabela 6 demonstram que a bioadesdo das formulagdes
estudadas apresentou um perfil crescente, ou seja, a medida que se aumentou a
concentracdo de tensoativo nos sistemas houve também o aumento da bioadeséo.
Dessa maneira, as formulagdes F4 e F4R foram as que apresentaram maior
bioadesdo quando comparadas com as demais. E interessante notar que & medida
que o sistema fica mais estruturado também se torna mais bioadesivo, sendo que a
incorporagao de RES nas formulagbes n&o contribuiu para o aumento da bioadesao
do sistema.

A bioadesdo dos sistemas liquido-cristalinos pode ser explicada pelas
propriedades reoldgicas, pois devido ao aumento da viscosidade, das
caracteristicas elasticas e da estruturagdo do sistema, ha o prolongamento do
tempo de contato da formulagdo com o substrato biolégico (OYAFUSO, 2012;
CALIXTO, 2013; BRUSCHI et al., 2007). Dessa forma, os resultados encontrados no
ensaio de bioadesdo estdo de acordo com o0s ensaios reoldgicos descritos
anteriormente, uma vez que foi constatado que a formulagdo F4 possui maior grau

de viscosidade e estruturagao.
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5.3.Metodologia Analitica
A metodologia analitica utilizada foi anteriormente validada pelo nosso grupo
de pesquisa por Rigon (2013). Entretanto, foi construida uma curva analitica em
meio receptor utilizando as mesmas condicbes da validagdo da metodologia
analitica ja descrita anteriormente com o intuito de avaliar a quantificdo do RES nos
ensaios de liberagdo, permeacao e retengao in vitro. A Figura 22 e Equacgao 4

demonstra a curva analitica e a equacao da reta obtida, respectivamente.

y = 2636,3x + 110,98 (Equacéo 4)

onde y é a area do pico observada no cromatograma e x sua respectiva

concentragao.

Figura 22: Curva analitica do RES em solugao receptora.
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5.3.1. Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito da

amostra. Na Figura 22 observou-se a curva analitica do frans-reveratrol.

—
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A determinacdo da linearidade foi executada em ftriplicata, através da
elaboragdo da curva analitica. De acordo com a RDC 899/2003, o critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) da curva analitica € de 0,99 (BRASIL,

2003), sendo obtido na curva analitica em questao valor de 0,9998 no experimento.

5.3.2. Preciséo
A Tabela 7 demonstra os resultados obtidos da precisdao do método, a qual foi
verificada pela analise de 3 concentragdes (0,1; 5 e 10 uyg/mL), em triplicata (n=3)

de cada concentragao, em 2 dias diferentes.

Tabela 7: Resultados da avaliagdo da precisao.

Concentragdo 1° Dia 2° Dia

tedrica 0,17ug/mL 5 pg/mL  10pg/mL  0,1ug/mL 5 pug/mL 10 pg/mL
n=1 341,66 13105,33 26578,12 339,98 13145,11 26658,63
n=2 365,15 13051,91 26422,27 353,15 13104,98 26704,97
n=3 376,60 13194,45 26629,98 367,57 13157,23 26487,91
Média 361,15 13117,22 26543,46 353,56 13135,77 26617,17
Desvio

Padrio 17,81 72,02 108,11 13,80 27,34 114,31
DPR 4,93 0,54 0,41 3,90 0,21 0,42

O desvio padrao relativo (DPR) obtido na avaliagdo da precisdo do método
analitico mostrou-se adequado (menor que 5,0%) e esta de acordo com a RDC
899/3002, demonstrando concordancia entre os resultados quando realizados sob

as mesmas condi¢cdes experimentadas neste estudo (BRASIL, 2003).

5.3.3. Exatidao

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para a exatidao, a qual foi verificada
através da analise de 3 concentragdes (0,1; 5 e 10 yg/mL), em triplicata (n=3), de
cada concentragao.
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Tabela 8: Resultados da avaliacdo da exatidao.

CONCENTRAGAO EXPERIMENTAL

Concentracao

0,1 ug/mL 5 ug/mL 10ug/mL
tedrica
n=1 0,088 4,925 10,032
n=2 0,096 4,901 9,981
n=3 0,100 4,962 99,806
Média 0,095 50,576 10,058
Desvio Padrao 0,067 0,0272 0,0412
Exatidao 92,211 99,901 100,135

5.3.4. Especificidade / Seletividade
A especificidade / seletividade foi avaliada com o intuito de analisar a
interferéncia ou ndo da formulacdo no tempo de retencdo do RES durante a
quantificacdo do mesmo. Para tal, foi utilizada uma solugcéo de trabalho contendo 10
Mg/ml de RES em meio receptor do ensaio de liberagdo, permeacao e retengao
cutanea em comparagao com uma solugao contendo a formulagao e outra solugao
apenas contendo o meio receptor (Polissorbato 80 a 2%). As Figuras 23, 24, 25

demonstram os cromatogramas obtidos.

Figura 23: Cromatograma de 10ug/ml de RES em meio receptor.
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Figura 24: Cromatograma do meio receptor.
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Figura 25: Cromatograma da solugao contendo a formulagao.
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Os cromatogramas obtidos demonstram que o método foi seletivo / especifico
uma vez que nao houve interferéncia nem do meio receptor nem da formulagao no

tempo de retencido do RES.
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5.4. Avaliagao da citotoxicidade em células Caco-2 e SV-80

Este ensaio teve a finalidade de avaliar a citoxicidade in vitro dos diferentes
componentes da formulagdo (dispersdo de carbopol 974, silicone DC® 193, silicone
DC® 5329) através do modelo em células epiteliais Caco-2 e SV-80. Dessa forma,
utilizou-se um indicador de viabilidade celular denominado como Alamar Blue® (AB).
Esta substancia € reduzida por células que estdo metabolicamente ativas e é
diretamente proporcional ao numero destas (SILVA, 2011). Desta maneira, ao se
determinar a porcentagem de reducédo de AB, € possivel determinar a viabilidade
celular e proliferagdo celular, o que esta diretamente relacionado com a
citotoxicidade dos diferentes compostos adicionados em placas de cultura de 96
pogos. As Figuras 26, 27, 28 e 29 mostram os resultados desta avaliagao.

Figura 26: Viabilidade celular em relagao a porcentagem de controle de células Caco-2

tratadas com dispersédo de carbopol 974®, silicone DC®193, silicone DC® 5329 em
diferentes concentracdes durante 24 horas.
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Figura 27: Viabilidade celular em relagdo a porcentagem de controle de células Caco-2

tratadas com dispersao de carbopol 974®, silicone DC® 193, silicone DC® 5329 em
diferentes concentracdes durante 48 horas.

120

100 4 LI

80

I Sug/ml

1 10ug/ml
I 25ug/ml
1 50ug/ml
I 100ug/ml

40

Viabilidade celular % de controle

20 4

0 A LISl LIS LIS
carbopol 5193 55329

De acordo com as Figura 26 e 27, pode-se observar que nas primeiras 24 e
48 horas de exposi¢cao aos componentes da formulagao para a linhagem Caco -2, o
silicone DC® 193 praticamente ndo alterou a reducdo de AB e consequentemente
nao alterou a viabilidade celular, mostrando que para esta linhagem celular este
componente ndo apresentou citotoxicidade. Ja o silicone DC® 5329 apresentou uma
pequena diminuicdo na viabilidade celular; entretanto, esta diminuicdo na reducao
do AB ndo se mostrou muito pronunciada, uma vez que a viabilidade celular ainda
estd proxima de 100% com relagdo ao controle. J4 o Carbopol 974° nas
concentragbes mais elevadas (50ug/ml e 100ug/ml) diminuiu a viabilidade celular
para aproximadamente 80% em relagdo ao controle. Dessa forma, como € possivel
observar nos graficos anteriores, a leve citotoxicidade apresentada por este
componente nesta linhagem celular demonstrou ser dependente da concentracéo

utilizada.
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Figura 28: Viabilidade celular em relacdo a porcentagem de controle de células SV-80
tratadas com dispersdo de carbopol 974®, silicone DC® 193, silicone DC® 5329 em
diferentes concentracdes durante 24 horas.
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Figura 29: Viabilidade celular em relacdo a porcentagem de controle de células SV-80
tratadas com dispersdo de carbopol 974°, silicone DC® 193, silicone DC® 5329 em
diferentes concentracdes durante 48 horas.
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Nas Figuras 28 e 29 estao representadas a viabilidade celular para as células
SV-80 durante 24 e 48 horas. E interessante observar que o silicone DC® 5329

independente da concentragao utilizada nao apresentou citotoxicidade. Além disso,
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a porcentagem de redugdo do AB apresentou-se ainda maior apés 48 horas de
exposigao a este composto, sugerindo uma estimulagéo do crescimento celular ou
uma atividade mitocondrial aumentada (SILVA, 2011). Por outro lado, houve uma
leve diminuigdo na viabilidade celular quando esta linhagem ficou exposta ao
silicone DC® 193 durante 48 horas. Porém, esta diminuicdo ndo foi muito
pronunciada, visto que em 48 horas a reducéo do AB apresentou-se acima de 80%.
O mesmo ocorreu para o Carbopol 974®, que em concentracdes mais elevadas
(50ug/ml e 100ug/ml) apresentou viabilidade celular de 80%.

De maneira geral, conforme demonstrado nas Figuras 23, 24, 25 e 26, os trés
componentes da formulagcdo estudada ndo apresentaram pronunciada
citotoxicidade, uma vez que a porcentagem de redugédo do AB foi mantida em 80%
ou acima de 80% (SILVA, 2011).

Conforme descrito anteriormente na literatura, os trés componentes da
formulacdo (silicone DC® 193, silicone DC® 5329 e Carbopol 974®) ndo apresentam
carater toxico nem irritante a pele (CHORILLI et al; 2009; BONACUCINA et al;
2004). O mesmo foi observado no presente trabalho para as trés substancias, visto
que nao apresentaram perfil de citotoxicidade e a viabilidade celular se manteve
acima de 80%.

Dessa maneira, os resultados deste estudo de avaliacdo da citotoxicidade em
células Caco-2 e SV-80 indicam que as substancias sdo seguras para a realizagéo

dos testes in vivo e uma possivel utilizagcao posterior destes sistema.

5.5.Avaliagao da Liberagao do RES in vitro

Realizou-se o ensaio de liberagdo in vitro para as quatro formulacoes
selecionadas (F1 R, F2 R, F3 R, F4 R) contendo 0,1 % de RES. Este experimento
permitiu avaliar o perfil de liberagdo do farmaco relacionando a saida do mesmo do
sistema matricial (OYAFUSO, 2012). A Figura 30 apresenta o ensaio de liberagcéo

da formulagdo F1 R.
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Figura 30: Perfil de liberagao in vitro do RES na formulacdo F1 R durante 24 horas de
analise.
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O resultado demonstrado na Figura 30 indicou que a liberagao do farmaco se
inicia somente apds 14 horas de experimento e continua em escala crescente até o
intervalo de 24hs. A liberagdo observada na Figura 30 durante as 24 horas,
corresponde a 0,54% da taxa de liberacdo do RES incorporado na formulagédo F1 R.
A partir deste ensaio, foi possivel avaliar a forma de liberagdo do RES no
sistema estudado. Na literatura constam varios modelos matematicos para
representar os perfis de liberagdo dos farmacos nos diversos sistemas. Neste
contexto, foram aplicados os modelos matematicos: Baker e Lonsdale, Korsmeyer -
Peppas, Hixon e Crowell, Higushi, Primeira Ordem e Weibull (COSTA & LOBO,
2001). Os parametros calculados para os modelos matematicos aplicados aos

dados de liberagao do RES sdo mostrados na tabela 9.
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Tabela 9. Coeficiente de liberagao in vitro do RES obtido, pelos de diferentes modelos
matematicos para a formulacdo F1R.

Modelos Matematicos Valor de r quadrado ajustado
Baker e Lonsdale 0,4644
Korsmeyer - Peppas 0,9673
Hixon e Crowell 0,6984
Higushi 0,4646
Primeira Ordem 0,6982
Weibull 1,000

A escolha do melhor modelo matematico de liberagdo pode ser baseada no
valor do coeficiente de correlagdo ajustado. A formulagdo F1R segue o modelo
matematico de Weibull. A equacado de Weibull (Equacao 5) deve ser aplicada aos
dados dos primeiros 63,2% de liberagdo do farmaco e expressa a quantidade
acumulada de farmaco em fungédo do tempo (COSTA & LOBO, 2001; MANADAS;
PINA; VEIGA, 2002).

—(t —T.)b
m=1-exp [——]
(Equacéo 5)
onde: m é fragdo acumulada de farmaco; t € o tempo final; Ti € o tempo de laténcia,
até que o processo de dissolugao ocorra; b
€ a curva como forma exponencial e a € o parametro de escala, relacionado com
tempo decorrido de ensaio.

A liberacdo do RES, por seguir o modelo cinético de Weibull, indica que
ocorre um mecanismo complexo de liberagdo, envolvendo, simultaneamente, o
relaxamento das cadeias poliméricas e a erosao do polimero durante a liberacdo do
farmaco.

As outras formulacbes em estudo (F2 R, F3 R, F4 R) nado apresentaram
indicios de farmaco liberado em nenhum dos intervalos de tempo. Nota-se que
estas formulagbes possuem maiores quantidades de tensoativo - F2 R (60%), F3 R
(65%), F4 R (70%) - em relagao a F1 R (55%). De acordo com dados apresentados
por Li e colaboradores (2011), é possivel ocorrer interagbes eletrostaticas entre a

—
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cabega polar do tensoativo e a cadeia do polimero (carbopol®974) obstruindo assim
o canal difusional do farmaco. Além disso, conforme Formariz et al (2005) pode
ocorrer interagdes entre o farmaco e o sistema liquido-cristalino, modulando assim a
liberacdo do mesmo. Dessa forma, sugere-se que estas interagcdes eletrostaticas
diminuem a liberagdo do RES nas formulagdes F2 R, F3 R, F4 R que apresentam
maiores quantidades de tensoativo. Ainda de acordo com Formariz et al (2005) e Li
e colaboradores (2011), uma possivel causa para a pequena liberagdao do RES na
formulacdo F1 R esteja nestas interagdes eletrostaticas entre o tensoativo e o
polimero e as possiveis interagdes farmaco-sistema. A fim de confirmar tais
hipbteses, realizou-se um ensaio de liberagdo do RES disperso em propilenoglicol
(PG) (SILVA, H.R, 2011) (Figura 31).

Figura 31. Perfil de liberacéo in vitro do RES incorporado em propilenoglicol durante 24

horas de analise.
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A partir da Figura 31, é interessante notar a elevada liberagdo do RES
quando disperso ao propilenoglicol (80,2%). De acordo com Formariz e
colaboradores (2005), as interacbes farmaco-sistema desempenham importante
papel no controle da liberacdo. Dessa forma, estes resultados sugerem que a

estrutura do sistema pode alterar e modular a liberagao do farmaco.
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5.6. Avaliagao da permeacao e retengao do RES in vitro em peles de modelo
de animal

O ensaio de permeagdo cutdnea € de grande importancia no sentido de
avaliar ndo somente a capacidade das diferentes substancias ativas permearem
através da pele, mas também as interagcdes de uma formulagdo com a pele e a
forma que ocorre a difusdo do farmaco nas diferentes camadas da pele, retendo ou
nao no estrato corneo ou nas demais camadas da pele, como epiderme e derme.

Desta maneira, € possivel analisar a penetragdo do farmaco e a retencgéo ou
nao no estrato cérneo, epiderme e derme. Para este fim, utiliza-se como membrana
modelo a pele da orelha de suinos ou pele humana proveniente de cirurgia plastica
(HAWKINS & REIFENRATH, 1986; WAGNER et al., 2001; OYAFUSO, 2012).

De acordo com Dick e Scott (1992), a pele suina apresenta maior melhor
similaridade anatbmica, histolégica e fisioldgica a pele humana, quando comparado
com outros animais. Dessa forma, utilizacdo da pele suina em ensaios para o
lancamento de um novo medicamento torna-se extremamente viavel.

No ensaio de permeacao cutanea realizado com as formulagdes F1 R, F2 R,
F3 R e F4 R contendo 0,1% de RES nado apresentaram indicios de farmaco
permeado em nenhum dos intervalos de tempo. Ja no ensaio de retencédo cutanea
observou-se que a formulacdo F1 R ndo apresentou retencdo de RES no estrado
coérneo (EC), entretanto, houve retencdo na epiderme + derme. Tal resultado torna-
se viavel para a realizagdo dos ensaios in vivo, uma vez que as enzimas
sequestradoras de radicais livres estdo presentes na epiderme viavel, sendo assim
uma formulagdo util para a avaliagédo da eficacia in vivo do RES. Contudo, as
formulagdes F2 R, F3 R e F4 R nao demonstraram a presenca do farmaco retido no
EC e nem na epideme + derme. Tal resultado esta de acordo com o ensaio de
liberagdo in vitro, visto que também n&o houve indicios de farmaco liberado da
matriz nestas mesmas formulacdes. A Tabela 10 demonstra os dados do ensaio de

retengao cutanea.
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Tabela 10: Quantidade de RES retido na pele apds 24h de experimento na formulagdo F1R.

Retencgao Retengao
Formulagoes Retencao EC Ep+Derm Ep+Derm
(ug/icm?) (%)
F1 R - 0,35 0,21 £ 11,19

Realizou-se também um ensaio de permeacao e retencdo cutanea utilizando
o RES incorporado em PG como controle. A Tabela 11 demonstra os resultados

obtidos neste experimento.

Tabela 11: Percentual permeado e retido no extrato cérneo, epderme + derme do RES
incorporado em propilenoglicol apds 24h de experimento.

Retencgéo EC (%) Retencao Permeacéo (%)
Ep+Derme (%)

RES em PG 1,71 + 25,04 21,06 + 23,83 68,37 + 19,56

A Tabela 11 demonstra que houve permeacao e retencado cutdnea no ensaio
realizado com o RES incorporado em PG. Esses resultados corroboram com os
resultados apresentados na Figura 31, visto que os 80,02% liberado da matriz
permeou e reteve na pele. Tal resultado estda de acordo com Li e colaboradores
(2011), demonstrando que a estrutura do sistema pode interferir na liberagdo do

farmaco e consequentemente na permeacgao do mesmo.

5.7.Avaliagao da eficacia in vivo do RES

Para a escolha da formulagéo a ser utilizada na avaliagéo da eficacia in vivo
anti-inflamatéria e antioxidante do RES baseou-se nos ensaios de liberagdo e
permeacao in vitro do RES. A formulacdo escolhida foi a F1 devido a retencao
observada na epiderme e derme. Esta retencao é favoravel para a realizagcdo dos
ensaios in vivo, uma vez que o processo inflamatério e as enzimas antioxidantes

estdo presentes na epiderme viavel.
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5.7.1. Avaliagéo da eficacia anti-inflamatdria in vivo do RES

5.7.1.1. Avaliagdo do edema cutaneo

Os raios UV ocasionam diversos efeitos indesejaveis e prejudiciais na pele,
quando a mesma ¢é exposta de maneira excessiva. Cancer de pele,
fotoenvelhecimento, ressecamento, descamacgédo e manchas hiperpigmentadas séo
alguns exemplos. Além disso, fenbmenos como alteragdes no fluxo sanguineo e
infiltragcdo de células inflamatorias, aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos e extravasamento de proteinas e fluidos da corrente sanguinea para o
intersticio resultam em edema cutaneo. Tais eventos podem ser considerados
marcadores de inflamagao na pele (ATHAR et al., 2004). Dessa maneira, analisou-
se a capacidade do sistema liquido cristalino contendo RES em inibir o edema
induzido pela radiacdo UVB nos diferentes grupos de camundongos hairless. Os
animais foram subdivididos em CNI (grupo controle nao irradiado), Cl (controle
irradiado), SLC (grupo tratado apenas com formulagao liquido-cristalina sem o RES)
e SLC-RES (grupo tratado com formulacdo de cristal liquido contendo o farmaco
trans-resveratrol incorporado). Cada grupo foi composto por 5 animais.

A Figura 32 demonstra os resultados obtidos nesta analise.

Figura 32. Sistema liquido-cristalino contendo RES no edema cutaneo induzido pela
irradiacdo UVB. Os resultados sao representados pela média + EPM de 2 experimentos
separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao irradiado, e
#comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle nao
irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liquido-cristalino
sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.
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O espectro de luz UV que induz edema em camundongos hairless € 0 mesmo
que induz eritema em seres humanos. Devido a esta semelhanga, o edema causado
nos camundongos apos irradiacdo UVB é capaz de mensurar de forma confiavel a
mesma alteracdo em humanos (SAMS et al., 2002; CAMPANINI et al., 2013).

De acordo com a Figura 32 notou-se que 0 edema cutadneo aumentou apos a
irradiacdo UVB (Cl), quando comparado com o grupo nao irradiado (CNI).
Entretanto, este aumento foi reduzido no grupo tratado com formulagéo de cristal
liquido contendo o RES (SLC-RES). Observou-se também que houve diferenca
significativa entre o grupo tratado apenas com o sistema liquido cristalino e o grupo
tratado com o sistema liquido cristalino com o RES incorporado.

Neste contexto, € possivel inferir que o tratamento com RES foi eficaz na
diminuicdo do edema cutaneo, colaborando assim com a redugdo do processo
inflamatorio ocasionado pela radiacédo UVB.

Estudo conduzido por Afaq e colaboradores (2003) utilizando camundongos
hairless tratados topicamente com solugdo de acetona contendo RES, demonstrou
que o farmaco foi capaz de diminuir o edema causado por uma dose de 180 mJ/cm?
de irradiacao UVB, confirmando assim, a capacidade anti-inflamatoéria do RES frente
a irradiagao UVB (AFAQ et al., 2003).

5.7.1.2. Avaliagao da atividade de MPO

A inflamacao é a primeira resposta do mecanismo de defesa do organismo.
Tanto a inflamagao aguda como a crénica envolve forte estimulacdo de neutréfilos
que liberam espécies reativas de oxigénio (EROS) e MPO. A ativagédo de neutrofilos
da inicio a uma cascata de eventos intracelulares que culminam na liberagao de
enzimas através de degranulacdo (GONCALVES, 2012; WEISS, 1989).

A MPO desempenha um papel importante no sistema imunolégico humano e
sua atividade tem sido utilizada como marcador quantitativo da infiltracdo
neutrofilica no tecido inflamado, determinada por método colorimétrico e leitura final
realizada pelo método ELISA (BRADLEY; CHRISTENSEN; ROTHSTEIN, 1982).
Dessa forma, o aumento da enzima MPO demonstra a instalagdo de um processo
inflamatério (CASTRO et al., 2008).

Ha diversos relatos na literatura que demonstram a capacidade anti-
inflamatéria e antioxidante do RES (FILIP et al., 2013; CASTRO et al., 2008; GOD,
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TATE, LARCOM, 2007; JUNG, WALLIG, SINGLETARY, 2006; VAYALIL, MITTAL,
KATIYAR, 2004; MITTAL, ELMETS, KATIYAR, 2003; SHI et al., 2003).

Com o objetivo de analisar a atividade de MPO a resposta inflamatéria apés
irradiacdo UVB, realizou-se o ensaio de MPO. A Figura 33 demonstra os resultados

obtidos no ensaio de MPO.

Figura 33. Sistema liquido-cristalino contendo RES inibe a atividade da MPO induzida pela
irradiacdo UVB. Os resultados sao representados pela média + EPM de 2 experimentos
separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao irradiado,
#comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle ndo
irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liquido-cristalino
sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.
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Em geral, os neutrdfilos sdo as primeiras células recrutadas para o sitio
inflamatério. Este recrutamento acontece devido a produgcdo de EROS
desencadeada por irradiagao UVB. Posteriormente, a enzima MPO, armazenada em
grandes quantidades em granulos azurofilos dos neutréfilos, reage com proteinas,
DNA e lipidos formando oxidantes de longa duragdo que estdo envolvidos em
processos de carcinogénese, aterosclerose e insuficiéncia renal cronica
(JANTSCHKO et al., 2005; WITKO-SARSAT et al., 2000; BANERJEE & SAXENA,
2012).

Na Figura 33 observou-se que apos a irradiacdo UVB houve o aumento da
atividade da MPO, por consequéncia de migracao de neutréfilos no grupo Cl em
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comparagao ao CNI. Por outro lado, o grupo tratado com RES (SLC-RES) inibiu
significativamente a atividade da MPO, ou seja, o recrutamento de neutréfilos. Tais
resultados corroboram com a literatura e confirmam a potencial atividade anti-
inflamatéria do RES apés irradiagdo UVB (MARTIN et al., 2004).

5.7.1.3. Avaliacao da inibicdo de secrecao/atividade da MMP-9

As metaloproteinases da matriz (MMPs) s&o um grupo de enzimas
responsaveis pelo processo de remodelamento dos tecidos e degradagdo dos
componentes da matriz extracelular e das membranas basais. Sdo produzidas por
fibroblastos, queratindcitos, mastdcitos, células endoteliais e leucdcitos, tais como o
neutrofilos, e s&o liberadas de granulos citoplasmaticos. Nos tecidos sadios, as
MMPs atuam no processo de cicatrizagcdo. Entretanto, em processos inflamatérios,
lesdes neoplasicas e alteragdes fibroticas ocorre elevagcdo dessas enzimas. A
expressdo da MMP-9, também conhecida como 92-kDa (CLG4B), varia de acordo
com o tipo de célula estudado, sendo secretada por células inflamatérias,
fibroblastos e queratinécitos (BAKOS, 2005; FUCHS et al., 2001).

Neste contexto, apds tratamento e irradiagcdo UVB em camundongos hairless,
realizou-se o0 ensaio de zimografia a fim de avaliar se o tratamento com SLC-RES

inibe a secrecéo e atividade da MMP-9 (Figura 34).
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Figura 34. Sistema liquido-cristalino contendo RES na secregao/atividade da MMP-9
induzida pela irradiacdo UVB. Os resultados séo representados pela média £+ EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado, #comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI:
Controle néo irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema
liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino
contendo RES.
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A irradiagdo UVB induz a ativagéo do fator de transcricéo proteina-1 (AP-1) e,
como consequéncia, ocorre a indugao de MMPs, que degradam a estrutura da pele.
A MMP-9 (gelatinase B) é uma das principais enzimas relacionados com a
degradagao do colagénio e componentes da rede de fibras elasticas (CAMPANINI et
al., 2013; JENKINS, 2002).

De acordo com Vicentini et al. (2008) e com a Figura 34, houve um aumento
significativo na expresséo/atividade da MMP-9 ap6s irradiacdo UVB no grupo Cl. E
interessante notar que no grupo tratado com o SLC-RES também houve o mesmo
aumento. Tal acontecimento pode ser favoravel para sintese de pro-colageno,
regulacao da resposta inflamatéria e rearranjo da pele ja danificada com a luz UVB.
Isso é devido a necessidade das células inflamatérias atravessarem a matriz
extracelular durante o reparo da pele danificada. Dessa forma, o aumento da MMP-
9 pode ser favoravel para a cicatrizagcdo da mesma (FONSECA et al., 2010).
Entretanto, ha a necessidade de estudos posteriores para abordagem deste

assunto.
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5.7.1.4. Avaliacao da producao de IL-10

As EROS formadas pela radiagcdo UV causam danos oxidativos em proteinas
e lipidios que podem resultar em niveis aumentados de prostaglandinas, levando a
um processo de inflamacdo na pele. Esta inflamagcdo conduz ao aumento de
citocinas, quimiocinas e células inflamatérias como neutréfilos e macréfagos, os
quais também produzem grandes quantidades de EROS (HALLIDAY, 2005). Este
ciclo vicioso ocasionado pela estreita relacdo entre estresse oxidativo e inflamacéao
resulta em danos teciduais e em longo prazo pode conduzir a carcinogénese (IVAN,
2013; REUTER et al., 2010).

ApOs a radiacado UV, as células da epiderme liberam varias citocinas (IL-1, IL-
6, IL-10, TNF-a e TNF-B), as quais atuam como mediadoras da resposta
inflamatoria da pele (IVAN, 2013; BATHIA et al., 2011). A fim de avaliar o efeito do
RES incorporado sistema liquido cristalino na produgao de citocinas induzidas pela
irradiacdo UVB, realizou-se a dosagem da citocina anti-inflamatéria IL-10. A Figura

35 demonstra os resultados obtidos neste ensaio.

Figura 35. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES na producido de citocinas
induzidas pela irradiacdo UVB. Os resultados sao representados pela média + EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado (p<0,05). CNI: Controle n&o irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado
apenas com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema
liquido-cristalino contendo RES.
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Dentre as citocinas avaliadas apenas a IL-10 demonstrou modificagcdes apds

o tratamento dos animais com o sistema liquido cristalino contendo RES (Figura 35).
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Considerando a IL-10, a radiagao UVB nao influenciou nos niveis desta citocina nas
condicdes experimentais testadas. No entanto, o sistema liquido cristalino contendo
RES aumentou significativamente a producao de IL-10 comparada ao CNI. A IL-10 &
uma citocina anti-inflamatdria, que inibe o fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) e
equilibra sinais de ativagdo e inibicdo do processo inflamatério por reduzir a
transcricdo e produgado de citocinas proé-inflamatérias. Na inflamacéo induzida por
EROS, o NF-kB desempenha um papel crucial. Ele liga-se ao promotor de genes
distintos que codificam TNF, IL-6 e IL-1, e varias moléculas de adeséao, permitindo,
assim, a sua transcricao (CAMPANINI et al., 2013; WEISS et al, 2004; RIBBONS et
al, 1997).

Neste contexto, o aumento de IL-10 ocasionado pelo tratamento dos animais
com o cristal liquido contendo RES, mais uma vez demonstra a capacidade anti-

inflamatoria deste farmaco.

5.7.2. Avaliacdo da eficacia in vivo do RES na protegcdo da

capacidade antioxidante da pele

5.7.2.1. Dosagem do antioxidante GSH e CAT

A pele é contituida de uma série de enzimas e moléculas antioxidantes que
sdo importantes para manter o equilibrio natural, evitando assim a instalacdo do
chamado estresse oxidativo. Dentre esses antioxidantes presentes na pele, a
glutationa reduzida (GSH), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a catalase (CAT)
desempenham um papel importante de defesa contra os danos causados pelos
radicais livres. A exposicdo excessiva aos raios UV, além de desencadear
processos inflamatérios, também leva ao desequilibrio entre os antioxidantes
presentes na pele e as EROS formadas (FUCHS, 1998).

A CAT e a GSH-Px catalisam a decomposi¢do do peroxido de hidrogénio
(H202) em agua (H20) e oxigénio (O2) (Equagao 6). A GSH-Px catalisa a reagéo de
doagédo de elétrons, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como agente redutor e
formando a glutationa oxidada (GSSG). A GSH atua como um co-factor para a
glutationa peroxidase e glutationa redutase, que reduzem o peréxido de hidrogénio
e hidroperodxidos lipidicos (Equagao 7) (MALACHIAS, 2008; ROVER et al., 2001;
FRIDOVISH, 1998).
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2H,0, AT . 2H,0+ 0,

(Equacgéo 6)

GP
H,0, + 2GSH ———> 2H,0 + GSSG

(Equagéo 7)

A diminuicdo nos niveis de GSH pode prejudicar as defesas celulares contra
a acao téxica dos radicais livres. Nas células integras a GSSG formada é reduzida
novamente a GSH a custa de NADPH, pela acdo da enzima glutationa redutase
(GR). Dessa forma, a razdo GSH/GSSG se mantém alta (MALACHIAS, 2008).

Além disso, o grupo sulfidrila (SH) da GSH permite a remocgao de radicais
livres por transferéncia de hidrogénio (CAMPANINI et al, 2013).

Neste contexto, realizou-se a dosagem de GSH e CAT a fim de avaliar a
capacidade antioxidante da pele tratada com RES apés irradiacao UVB (Figura 36 e
37).

Figura 36. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES nos niveis de GSH apds
irradiacdo UVB. Os resultados sdo representados pela média £+ EPM de 2 experimentos
separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nado irradiado e #
comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle nao
irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liquido-cristalino
sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.
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Figura 37. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES nos niveis do antioxidante
catalase apos irradiacdo UVB. Os resultados séo representados pela média + EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado # comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI:
Controle néao irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema
liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino
contendo RES.
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Apos analise estatistica e observagao das Figuras 36 e 37 é possivel notar
que a dose de radiacdo UVB utilizada neste experimento foi capaz de diminuir
significativamente a quantidade dos antioxidantes GSH e CAT no controle irradiado
(Cl). Em contra partida, houve um aumento significativo desses antioxidantes na
pele dos camundongos tratados (SLC-RES) quando comparado ao grupo CI, ou
seja, o RES incorporado no sistema liquido-cristalino foi capaz de inibir a reducao
de GSH enddgeno e CAT, mantendo os niveis de ambos similares ao do controle
nao irradiado (CNI). Tais resultados confirmam a capacidade antioxidante do RES

mesmo em pequenas concentragoes.

5.7.2.2. Ensaios FRAP e ABTS
A capacidade antioxidante da pele apés irradiacdo UVB foi medida por meio
dos ensaios FRAP e ABTS.
O estresse oxidativo pode ser caracterizado pela diminuicdo dos
antioxidantes enddgenos. Neste contexto, varios métodos tém sido desenvolvidos
para avaliar a capacidade antioxidante em diversos 6rgaos. A dificuldade em medir

cada componente antioxidante separadamente e as suas interagdes leva-nos a
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utilizar ensaios rapidos, simples e eficientes, como ABTS e FRAP, que utilizam
principios diferentes para medir a capacidade antioxidante (CAMPANINI et al.,
2014).

Inicialmente desenvolveu-se o método FRAP (Poder Antioxidante Redutor
Férrico) para medir o poder redutor no plasma; entretanto, atualmente este teste
tem sido adaptado e utilizado amplamente em estudos de substancias
antioxidantes. Baseia-se na transferéncia de elétrons, ou seja, na capacidade dos
antioxidantes em reduzir o Fe™ em Fe*? (VIGNOLI, BASSOLI, BENASSI, 2012).
Durante o ensaio, a reagao ocorre por meio da formagdo de um complexo TPTZ
(2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) com o Fe (lll), de cor amarelada. Na presenca de um
antioxidante, o ferro presente é reduzido, dando origem ao [Fe(Il)(TPTZ)2]**, de
colocacédo azul escura (TIVERON, 2010).

O método ABTS foi inicialmente sugerido por Miller et al. (1993) em amostras
biolégicas. O ensaio baseia-se na habilidade dos antioxidantes em sequestrar o
radical de longa vida ABTS®. Durante o ensaio, o ABTS é oxidado por outros
oxidantes para seu radical cation ABTS"* que apresenta cor esverdeada. A acéo
antioxidante da amostra € medida pela habilidade da mesma em decrescer a cor,
reagindo diretamente com o radical ABTS™ (VIGNOLI, BASSOLI, BENASSI, 2012;
TIVERON, 2010).

As Figuras 38 e 39 demonstram os resultados obtidos em ambos os ensaios.
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Figura 38. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES no poder redutor férrico apos
irradiacdo UVB. Os resultados sdo representados pela média £+ EPM de 2 experimentos
separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao irradiado #
comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI: Controle nao
irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema liquido-cristalino
sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino contendo RES.
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Figura 39. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES em sequestrar o radical ABTS”
apos irradiacdo UVB. Os resultados sio representados pela média + EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado # comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI:
Controle nao irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema
liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino
contendo RES.
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Apods analise dos dados, observou-se que a capacidade antioxidante da pele
medida pelos ensaios de FRAP e ABTS reduziu significativamente apds a irradiagao
UVB no grupo controle irradiado (Cl) em relagédo ao controle néo irradiado (CNI).
Entretanto, notou-se em ambos os testes, que houve diferenga significativa entre o
grupo tratado com RES (SLC-RES) e o irradiado né&o tratado (Cl), visto que o SLC-
RES apresentou aumento da capacidade antioxidante da pele. Neste contexto,
infere-se que o RES foi capaz de aumentar as defesas naturais da pele apds a
irradiacédo UVB.

A atividade antioxidante do RES esta associada a sua capacidade de
transferéncia de um atomo de hidrogénio ou um elétron e a possibilidade de suas
interagdes com outro antioxidante. Além disso, a capacidade antioxidante de
compostos extraidos de plantas tem sido indicado pelo poder redutor destes
componentes (HUSSEIN et al., 2011).

Conforme Hussein e colaboradores (2011), uma propriedade significativa do
RES é a sua capacidade para bloquear o processo oxidativo, ou seja, ele impede a
transicdo de Fe?* para Fe®, os quais desempenham um papel essencial na
formagdo EROS.

Portanto, de acordo com os resultados demonstrados nas Figuras 38 e 39, a
formulagdo tépica contendo o farmaco demonstrou claramente a sua capacidade

antioxidante.

5.7.2.3. Determinacao de hidroperoxidos lipidicos (LOOH)

Os efeitos prejudiciais desencadeados pelos radicais livres sobre
componentes bioldgicos ja eram conhecidos desde o final de século XIX. Estes
radicais livres ao reagirem com os acidos poli-insaturados, presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas, provocam um processo em cadeia
conhecido como peroxidagao lipidica ou lipoperoxidacdo, que por sua vez €
indicativo de estresse oxidativo celular (LIMA & ABDALLA, 2001).

A peroxidagao lipidica € definida como sendo uma cascata de eventos
bioquimicos que sio provenientes da agcao dos radicais livres sobre os lipideos das
membranas celulares levando a formacgao de principalmente L, LO™ e LOO’. Este
pode ser considerado o evento citotdxico primario que ocasiona uma sequencia de
lesbes nas células (BENZIE, 1996; VACA, WILHEM, HARMS-RINGDAHL, 1988;
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BABER, HARRIS, 1994). Durante a peroxidagao lipidica, ocorre a incorporagao de
oxigénio molecular a um acido poli-insaturado, dando origem ao hidroperéxido
lipidico (LOOH) como produto primario inicial (LIMA & ABDALLA, 2001).

A fim de avaliar a peroxidacao lipidica do tecido cutaneo apoés irradiagao
UVB, realizou-se o ensaio de determinagao de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) por
quimiluminescéncia (Figura 40). Este teste baseia-se no consumo das defesas
antioxidantes e a formagao de hidroperdxidos resultando em aumento da emissao
de fotons, ou seja, em um aumento de quimiluminescéncia que esta relacionado

com o estresse oxidativo.

Figura 40. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES na producéao de hidroperoxidos
lipidicos apos irradiacao UVB. Os resultados sao representados pela média £+ EPM de 2
experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo controle nao
irradiado # comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES (p<0,05). CNI:
Controle nao irradiado, Cl: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas com sistema
liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-cristalino
contendo RES.
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Observando-se a Figura 40, é possivel notar que a dose de radiagao UVB
utilizada neste experimento induziu significativamente a peroxidagao lipidica no
controle irradiado (Cl). Este aumento foi praticamente reduzido ao nivel do grupo
controle nao irradiado (CNI) por meio do tratamento com o sistema liquido cristalino
contendo RES. Nenhum efeito foi observado no grupo contendo a formulagdo sem a

adicao do farmaco (SLC). Notou-se também que estatisticamente houve diferenca
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significativa entre o grupo tratado com o RES incorporado a formulagado (SLC-RES)
e o grupo ClI, ou seja, o cristal liquido contendo RES foi capaz de reduzir os niveis
de hidroperédxidos lipidicos e, consequentemente a peroxidagao lipidica. Tal
resultado confirma a sua capacidade antioxidante.

A propriedade antioxidante do RES esta estritamente relacionada com a sua
estrutura molecular. As duplas ligacbes conjugadas deixam os elétrons do anel
aromatico mais deslocalizados, o0 que resulta em uma eliminacdo eficiente de
radicais livres, tais como: OHe, LOOe, O2+" e NO+ (HUSSEIN et al., 2011).

Afaq et al (2003) conduziram um estudo utilizando camundongos hairless
submetidos a irradiagdo para observar a diminuicdo da peroxidagdo lipidica
mediante utilizacdo de RES presente em solucdo de acetona. Os animais foram
tratados topicamente com solucdo de acetona contendo RES e submetidos a
irradiacao. Eles observaram que o RES presente nas solug¢des foi capaz de diminuir
a peroxidacao lipidica iniciada devido & exposicdo a uma dose de 180 mJ/cm? de

irradiacédo UVB.

5.7.2.4. Produgao do anion superoxido

Em situagdes fisioldgicas, a produgao do anion superoxido € essencial para a
defesa de organismos vivos, atuando na transferéncia de sinais entre células.
Entretanto, a producdo exacerbada deste anion leva a instalagdo do estresse
oxidativo e esta envolvida em diversas patologias (ALVES et al., 2010).

Para avaliar a produgao do radical anion superoxido realizou-se 0 método
NBT. Este ensaio baseia-se na reagdo entre o anion superoxido e o nitroblue
tetrazolium (NBT), dando origem ao composto formazan, cuja intensidade de cor é
diretamente proporcional a concentracdo do radical. As moléculas que atuam como
antioxidantes reagem com O;" inibindo a produgdo do formazan (ANDRADE et al.,
2005; KAKKAR; DAS; VISWANATHAN, 1984).

A Figura 41 demonstra a capacidade sequestradora do radical anion

superoxido pelo método NBT apés irradiagao UVB.
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Figura 41. Efeito do sistema liquido cristalino contendo RES na produgdo do anion
superoxido induzido pela irradiagdo UVB. Os resultados sao representados pela média *
EPM de 2 experimentos separados, com 5 animais por grupo. *comparado com grupo
controle nao irradiado e # comparado com grupo controle irradiado e SLC sem RES
(p<0,05). CNI: Controle n&o irradiado, CI: Controle irradiado, SLC: grupo tratado apenas
com sistema liquido-cristalino sem RES e SLC-RES: grupo tratado com sistema liquido-
cristalino contendo RES.

lradiacao UVB

T

e
]
*

*

o
m
1

M=
CHNI Cl SLC SLC-RES

e
=]
L

Densidade Oplica (0.D) / 10mg de pele

Consistente com Campanini e colaboradores (2013), observou-se que na
Figura 41 a irradiagao UVB induziu o aumento do anion superéxido no grupo Cl em
comparagao ao CNI. Por outro lado, o grupo tratado com RES (SLC-RES) inibiu
significativamente a inducdo do anion superoxido. Neste contexto infere-se que a
formulacdo topica contendo RES (SLC-RES) inibiu o estresse oxidativo que seria
desencadeado pela estimulacdo da superproducao de anion superoxido na pele dos
camundongos hairless ap6s irradiagao UVB.

Sabe-se que o radical superdoxido € extremamente prejudicial para os
componentes celulares e age como um precursor de mais EROS. Além disso, ele
desempenha um papel fundamental na peroxidacéo lipidica, contribuindo assim,
com o dano tecidual e desenvolvimento de diversas doencas (SAKANAKA et al.,
2005; CHUNG et al., 2005). Os resultados obtidos nos ensaios de determinagao de
hidroperdxidos lipidicos e produ¢do do anion superoxido corroboram entre si, uma
vez que foi possivel observar em ambos os testes a agédo benéfica e antioxidante do

sistema liquido-cristalino contendo RES apés a irradiagao UVB.
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Hussein (2011) avaliou a possivel capacidade in vivo do RES em atividades
de eliminacdo de radicais livres e antioxidantes. Para isso, foram empregados
diferentes testes antioxidantes, tais como FRAP, eliminagcdo de radicais superdxido
(NBT), peroxido de hidrogénio e radicais hidroxil. Os resultados obtidos foram
comparados com os antioxidantes naturais e sintéticos (RES, a-tocoferol, acido
ascorbico, butil-hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA) e trolox). O RES
demontrou bons resultados em todos os testes realizados confirmando a sua forte
capacidade antioxidante (HUSSEIN, 2011).

Dessa forma, os resultados apresentados no decorrer deste trabalho
demonstram a eficacia do sistema liquido-cristalino contendo RES no estresse
oxidativo e na inflamagao ap0és irradiacao UVB. Portanto, estes resultados, além de
sugerirem a possivel utilizacdo do RES para evitar danos na pele causados pela
exposigao excessiva aos raios UV, também mostram a importancia da realizagao

posterior de ensaios pré-clinicos com este farmaco.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados experimentais, pode-se concluir que:

Os sistemas constituidos por silicone DC® 5329, como tensoativo, silicone
DC® 193 como fase oleosa e dispersdo de Carbopol® 974 0,5% como fase
aquosa apresentaram, de acordo com os resultados de MLP, SAXS e
reologia, as estruturas lamelares e se comportaram como um fluido nao
newtoniano, pseudoplastico e tixotropico.

Estudos reolégicos demonstraram ainda que as formulagdes possuem alto
grau de estruturagdo devido a predominancia do G (mddulo de
armazenamento) sobre G” (mddulo de perda);

Ensaios de perfil de textura evidenciaram que a formulacdo F4 apresentou
melhor adesdo e espalhabilidade na pele, além de maior facilidade de
aplicacgao;

Os estudos de citotoxicidade realizados com células Caco-2 e SV-80
evidenciaram que os componentes da formulagao sao nao citotoxicos;

O ensaio de liberagao in vitro demonstrou que houve liberagdo do farmaco
apenas na formulagdo F1. Ensaios realizados com RES disperso em
propilenoglicol evidenciaram alta taxa de liberagdo apds 24 horas (80%), o
que evidencia a influéncia do sistema na liberagao do farmaco;

O ensaio de permeacado cutdnea revelou que nado houve indicios de
permeacao durante 24 horas. Contudo, houve retencédo na epiderme e derme
da formulagdo F1 R sendo uma caracteristica desejada para a realizacao da
avaliacao da eficacia in vivo do RES.

A avaliagao da eficacia in vivo do RES demonstraram que a formulacéo F1
contendo RES possui grande potencial antioxidante avaliado por meio dos
ensaios de dosagem do antioxidante enddégeno GSH, avaliagdo do poder
antioxidante redutor férrico (FRAP), capacidade sequestradora de radical
ABTS", dosagem da atividade da catalase (CAT), avaliacdo dos niveis de
hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e produgéo do anion superoxido.

A avaliagédo da atividade anti-inflamatdria da formulagdo 1 acrescida de RES
mostrou grande potencial anti-inflamatério por meio dos ensaios de avaliagao
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do edema cutaneo, avaliagdo da atividade da MPO, avaliacdo da
inibicdo/secre¢cao da MMP-9 e avaliagao de produgéao da IL-10.

e Os resultados obtidos sugerem que o sistema, em virtude das caracteristicas
estruturais, acitotoxicas, antioxidantes e anti-inflamatérias € promissor para
utilizacdo no tratamento das desordens cutdneas decorrentes do estresse

oxidativo.
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