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Introducdo

A redacdo dessa Tese foi dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo se destina ao
desenvolvimento e caracterizagdo de nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLSs), bem como estudo de
estabilidade, o ensaio de permeagdo cutanea in vitro, o ensaio de eficdcia antinociceptiva e anti-
edematogénica in vivo pelo ensaio de edema de pata em camundongos, e avaliagdo da capacidade
das NLSs em alterar os mecanismos celulares envolvidos no melanoma. Estes estudos foram
realizados em sua maioria na Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho". O
segundo capitulo se destina ao desenvolvimento de modelos de pele humana in vitro para a sua
utilizacdo em ensaios de eficicia, permeacdo cutanea, toxicidade e seguranca de formas
farmacéuticas para administracdo cutanea de firmacos, como uma alternativa para a substitui¢ao
do uso de animais em ensaios toxicologicos e de eficicia de medicamentos. Este estudo foi
realizado no doutoramento sanduiche, o qual foi desenvolvido na Freie Universitit Berlin, sobre

supervisao da Profa. Dra. Monika Schéfer-Korting.

1.1 Introdug¢do do Capitulo 1

Sabe-se que a incidéncia do cancer de pele tem apresentado um grande aumento nas tltimas
décadas, o qual estd intimamente relacionado com aumento da exposicao solar. Segundo dados do
Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer de pele € o tipo de cancer mais frequente no Brasil,
correspondendo cerca de 30.0% de todos os tumores malignos registrados no pais
(ESTIMATIVA, 2016).

Existem basicamente dois tipos de cancer de pele: o ndo-melanoma, que é o mais comum ¢
raramente pode causar a morte do paciente; ¢ o melanoma (MEL), que é o mais raro, mas ¢
responsavel por trés em cada quatro mortes por cancer de pele (SCHERER; KUMAR, 2010).

O MEL ¢é um dos mais sérios canceres de pele, sendo causado pelos melanécitos, que sao
células pigmentadas dendriticas derivadas da crista neural, que estdo normalmente presente na
epiderme e algumas vezes na derme viavel (VOLKOVOVA et al., 2012). Sua incidéncia tem
aumentado em todo o mundo, com uma fra¢ao crescente de pacientes com a doenga em estagio
avancado e com mal prognostico. Mesmo com o avango na imunoterapia e na terapia-alvo, as
opcdes de tratamento ainda sdo limitadas, restringindo-se, sobretudo a administracdo de
quimioterapicos, que podem apresentar acdo citotoxica também sobre células saudaveis,
diminuindo significativamente a qualidade e sobrevida dos pacientes (GARBE et al., 2011).

A radiag@o ultravioleta (UV) ¢ claramente o fator ambiental predominante e, portanto, fator
de risco potencialmente modificavel para o MEL. Outros fatores relacionados aos hospedeiros,
tais como as caracteristicas pigmentares ¢ as predisposigdes genéticas, também desempenham um

importante papel para o seu desenvolvimento (GANDINI et al., 2011).
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Da mesma maneira que ocorre para outros tumores humanos, sdo observadas no MEL uma
séric de alteracGes genéticas e genomicas (FREEDMAN et al., 2011). O receptor de
melanocortina-1 (MC1R) foi o primeiro gene reconhecido que poderia aumentar o risco do
desenvolvimento do MEL, pois se observou que uma variante no alelo RHC do gene MCIR
comprometeu a capacidade de bronzeamento e a comutacdo da melanina, diminuindo a
fotoprote¢do da feomelanina. Além disso, esta variante também esta envolvida na regulagdo da
resposta ao dano ao DNA dos melandcitos apds exposigdo solar (STURM, 2012). Existe outro
gene que também pode estar envolvido no desenvolvimento do MEL, que ¢ o gene regulado por
downstream N-myc 2 (NDRG2). Ha relatos demonstrando que NDRG2 regula a expressdo de
fator de transcri¢ao associado a microftalmia (MITF), o qual regula a proliferacdo, diferenciagdo,
sobrevivéncia e metastase de células de MEL, influenciando na sua progressdo. Porém, este gene,
que € um supressor tumoral, estd fracamente expresso em células tumorais (KIM et al., 2008).

Além dos fatores genéticos relacionados ao desenvolvimento e progressio do MEL,
existem outros fatores que podem influenciar no seu aparecimento e agressividade, como, por
exemplo, a presenca da enzima proteinaquinase B (Akt), que estd presente em uma via de
sinaliza¢do que pode causar o crescimento agressivo em MEL, pois ela confere resisténcia a um
numero de estimulos apoptdticos, inativando varios potenciais genes supressores tumorais
(GOVINDARAIJAN et al., 2007).

Além da Akt, outro componente que estd intimamente relacionado ao crescimento tumoral
¢ 0 6xido nitrico (NO), o qual contribui para o crescimento ¢ a metastase através da promogao da
migragdo, invasdao e propriedades angiogénicas das células tumorais. A diminuigdo de NO
enddgeno resulta na diminui¢do do crescimento de células de MEL, sendo que o crescimento é
restabelecido com aumento de NO (YANG et al., 2008).

Estudos recentes tém demonstrado que o frans-resveratrol (RES) atua como um importante
aliado na prevengdo e no tratamento de desordens cutaneas, envolvendo a prevencdo e o
tratamento do MEL (NDIAYE et al., 2011).

Porém, um dos maiores desafios atualmente enfrentados pelos pesquisadores é a baixa
biodisponibilidade in vivo do RES quando administrado por via oral. Em mamiferos, esta
substancia sofre rapida metaboliza¢ao hepatica e intestinal, em torno de 30 a 60 minutos apos a
sua administragdo. Desta forma, a sua utilizacdo sistémica € prejudicada, uma vez que o pico
plasmatico diminui rapidamente (COTTART et al., 2010; NDIAYE et al., 2011). O problema da
rapida metabolizagdo do RES e o impacto para o tratamento do MEL foi demonstrado em estudos
conduzidos por Niles et al. (2003; 2006). Em um dos estudos, o RES induziu a apoptose de
células de MEL in vitro. Porém, ao administra-lo oralmente em ratos os autores ndo observaram o
efeito no combate ao MEL, verificando que ele havia sido rapidamente metabolizado apds a sua

administracao (NILES et al., 2006; NILES et al., 2003).
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Dessa forma, a administragdo cutanea do RES pode ser conveniente a fim de localiza-lo no
seu local de agdo. No entanto, algumas de suas propriedades fisico-quimicas, como a limitada
solubilidade aquosa, dificultam sua eficiéncia terapéutica topica, uma vez que possui baixa
penetracdo na pele. Dessa forma, estratégias tecnologicas que apresentem a capacidade de
compartimentalizar, de maneira eficiente, diversos grupos de principios ativos e de modificar suas
propriedades e comportamento em meio bioldgico, podem ser promissoras para veiculagdo de tais
substancias (MARA MAINARDES et al., 2006).

Em virtude do grande numero de citagdes na literatura cientifica, as industrias
farmac€uticas tém se mostrado interessadas no desenvolvimento de sistemas lipidicos
nanoestruturados, os quais apresentam vantagens relacionadas principalmente ao fato de
promoverem liberacdo controlada de farmacos, além de protegerem principios ativos da
degradacao térmica ou fotodegradacdo (GUTERRES et al., 2007; MOHANRAJ; CHEN, 2007).

Dentre os sistemas lipidicos nanoestruturados, um grande enfoque tem sido atribuido as
nanoparticulas lipidicas (NL), que estdo ganhando notoriedade, como, por exemplo, carreadores
para a administracdo cutinea de farmacos, em virtude das caracteristicas de interacdo com o
estrato corneo e outras camadas da pele, capacidade de arranjo do farmaco com efeito protetor e
sustentador da liberacdo, baixa irritacdo cutdnea, além de apresentarem tamanho de particula
reduzido, o que poderia promover maior penetracdo cutdnea (GUTERRES et al., 2007; LIU et al.,
2007; MEI et al., 2003).

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs) sdo NL coloidais constituidas por uma matriz
lipidica que se apresenta solida em temperatura ambiente e corporal, com diametro médio
variando entre 50 a 1000 nm (MULLER; LUCKS, 1996). Elas foram introduzidas na comunidade
cientifica no inicio da década de 1990, sendo consideradas NL de primeira geragdo. Modificagdes
das NLSs realizadas posteriormente, com o acréscimo de lipideo liquido a temperatura ambiente
na matriz lipidica, resultaram nos chamados carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs), que
representam atualmente uma segunda geracdo de NL (MULLER et al., 2007).

Guo et al. (2010) utilizaram nanoparticulas de RES e observaram maior inibigdo do
crescimento tumoral para o RES incorporado em nanoparticulas (GUO et al., 2010). Estudo
conduzido por Tekac e Kristl (2010) demonstrou que NLSs foram capazes de atravessar a
membrana celular, serem distribuidas pela citosol e atingirem a regido perinuclear, sem induzirem
citotoxicidade. Estes autores observaram ainda aumento da solubilidade, estabilidade e liberacdo
intracelular do RES apés a sua veiculagio em sistema nanoparticulado (TESKAC; KRISTL,
2010).

Ha varias razdes para a utilizagdo de NLS nas terapias antitumorais, entre as quais se
destaca o aumento da permeabilidade e dos efeitos retentivos, que utilizam das imperfeigdes
anatomicas e fisiopatologicas do tecido tumoral para uma abordagem especifica. Estudos t€ém

demonstrado que ha um aumento da internalizacdo e do acimulo de NLS no tecido tumoral,
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(WONG et al., 2007) devido as caracteristicas fisiopatologicas desse tecido, as quais permitem
que NLS na faixa de 30-100 nm permeiem mais facilmente a vasculatura fraca e frouxa. Além
disso, ha baixo retorno venoso e baixa drenagem linfatica, o que faz com que as NLS fiquem
retidas no tumor em altas concentragcdes locais (IYER et al., 2006; MAEDA et al., 2000;
NOGUCHI et al., 1998).

Estudo conduzido por Xu e colaboradores (2009) mostrou que ha 2,4 vezes mais acimulo
de NLS no carcinoma hepatocelular, quando comparado com o mesmo farmaco nao
nanoencapsulado, ap6és 6 horas da administragdo intravenosa. Este resultado sugere que o
carreamento de farmacos utilizando nanoparticulas pode aumentar a eficacia antitumoral in vivo
com redugdo da toxicidade sistémica (XU et al., 2009).

Com o cendrio biolégico complexo dos canceres ¢ fundamental a identificagdo de
propriedades que possam maximizar o acimulo de NLS no sitio de ag@o, diminuindo assim a
toxicidade do farmaco e os efeitos colaterais. Em particular, ha trés problemas, os quais
demonstram como o tamanho, a forma e as propriedades superficiais podem afetar drasticamente
o comportamento das NLS no tecido tumoral, sendo estes: a dindmica de transporte e
marginalizacdo; a dindmica de adesdo e a dindmica de internalizagdo. As interagcdes nao
especificas, como, por exemplo, as ligagdes de van der Waals, afinidade eletrostatica e estérica,
bem como interacdes especificas, como a ligagdo ligante-receptor, podem predizer a propensao a
adesdo e a internalizagdao das NLS (SAKAMOTO et al., 2010b).

As inumeras formula¢des com diferentes composicdes, morfologias e tamanhos de
particulas dificultam o entendimento dos mecanismos de internalizagdo (uptake) celular. Assim, o
conhecimento dos processos pelos quais as células selecionam a importacdo e exportagdo das
moléculas extracelulares pode contribuir para a compreensdo dos mecanismos de internalizacdo
celular das NLS (DECUZZI; FERRARI, 2008).

Varias sdo as alteragdes genéticas que promovem o aumento do desenvolvimento tumoral e
da progressao e malignidade do MEL. Desta forma, é necessario conhecer o mecanismo pelo qual
os farmacos utilizados para a prevengdo e tratamento deste tumor cutaneo, como o RES,
conseguem atingir o sitio de a¢do, bem como elucidar os mecanismos de internalizagdo celular
dos sistemas desenvolvidos, com o objetivo de avaliar se o sistema promovera a entrada do

farmaco na célula alvo ¢ tratamento efetivo da doenga.

1.2 Introducdo do Capitulo 2

Uma formulagdo farmacéutica aplicada topicamente para o tratamento de uma doenca
local ¢ conveniente e bem tolerada pelos pacientes (BAROLI, 2010). Produtos farmacéuticos
tém sido desenvolvidos para prevenir o envelhecimento com o objetivo de retardar, parar, ou
reverté-lo (CHORILLI et al., 2011; POHLMANN et al., 2016; RIGON et al., 2016). Novos

farmacos e novos sistemas de liberacdo t€m sido desenvolvidos e testados utilizando células e
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tecidos jovens, nao considerando as diferengas relacionadas a idade, de acordo com a revisdo
desenvolvida por NIKOLAKIS et al. (2016).

A nanotecnologia baseada em sistema de liberacdo de farmacos ¢ extensivamente
investigada na promog¢do de agentes farmacéuticos efetivos, mas um baixo sucesso tem sido
reportado na permeacdo pela pele sem a modificagdo das barreiras cutaneas (PROW et al.,
2011). Entdo, modelos experimentais de envelhecimento da pele humana sdo necessarios para
melhorar a pesquisa envolvendo envelhecimento e para que os cientistas possam prever com
precisdo as vantagens dos sistemas de liberagdo de farmacos no envelhecimento cutianeo
(NIKOLAKIS et al., 2016).

A permeabilidade de nanoparticulas em condigdes patologicas ndo tem sido muito
explorada. Entretanto, a absor¢ao cutinea de nanoparticulas através da pele ndo saudavel precisa
ser considerada especialmente quando o farmaco ¢ utilizado para a terapia de doencas que
podem ocasionar mudancas na barreira da pele (ALNASIF et al., 2014).

A pele humana reconstituida (PHR) consiste no cultivo de células humanas primarias de
pele (queratinocitos, fibroblastos e/ ou células tronco) em alta densidade de células sobre filtro
de policarbonato inerte em uma interface de exposicdo ao ar (POUMAY et al., 2004). A
engenharia de tecidos pode ser associada ao campo interdisciplinar na mimetizacdo da pele
humana normal (ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2012). A PHR tem sido amplamente utilizada
para investigar aspectos sobre a biologia cutanea, assim como a seguranga, eficacia pré-triagem,
alternativa ao teste em animais, predizer o risco da genotoxicidade, teste de irritagdo cutanea e
avaliag@o da permeacdo cutdnea (FLAMAND et al., 2006; MERTSCHING et al., 2008).

Recentemente, ha um interesse consideravel no desenvolvimento de alternativas para
substituir o uso de animais em pesquisa. A PHR ¢ fisiologicamente comparavel a pele humana
natural e, por isso, ¢ adequada a substituigdo ao teste utilizando animais (MERTSCHING et al.,
2008). Entretanto, inumeras modificagdes na estrutura da pele podem ser observadas na pele
afetada pelo processo de envelhecimento. Assim, a construgao tridimensional in vitro da pele
humana envelhecida produz um modelo envelhecido que pode ser utilizado para a aplicagdo de

experimentos de penetracdo cutanea in vitro (PAGEON, 2010; PENNACCHI et al., 2015).
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Capitulo 1

Nanoparticulas lipidicas solidas para administragdao cutanea do
trans-resveratrol: avaliacdo in vitro da penetracdo -cutanea,
atividade antinociceptiva e anti-edematogénica in vivo e dos efeitos

celulares em células HaCat e B16F10

Roberta Balansin Rigon
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Resumo

O trans-resveratrol (RES) atua na prevencdo e no tratamento de desordens cutdneas, porém
apresenta baixa biodisponibilidade e rapida metabolizagdo quando administrado por via oral em
humanos. As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLSs) tém sido exploradas para a administragdo
cutanea de farmacos, em virtude das caracteristicas de interacdo com a pele. Assim, o objetivo
deste capitulo foi a avaliagdo in vitro e in vivo da atividade do RES incorporado em NLSs para
administracdo cutdnea, bem como a avaliacdo da atividade antinociceptiva e antiedematogénica
in vivo e dos efeitos celulares em células HaCat e B16F10 dos sistemas nanoestruturados. As
formulagdes desenvolvidas foram selecionadas através de design fatorial, as quais eram
compostas por acido estedrico (AE), como lipideos solidos e fosfatidilcolina de soja (FS),
polissorbato 80 (T80) e poloxamer 407 (P407) como tensoativos (F1). A esta formulacao foi
acrescido brometo de cetrimdnio (BC) como tensoativo catidnico para promogdo de carga
superficial positiva (F2). O RES foi adicionado na fase lipidica da formulacao, obtendo-se as
formulagdes F1.RES e F2.RES, respectivamente. O didmetro hidrodinamico médio das
formulagdes foi de 195,0 + 3,34 nm, 241,3 + 48,33 nm, 159,15 £ 4,78 nm e 158,25 + 33,92 nm
para F1, F1.RES, F2 ¢ F2.RES, respectivamente. O potencial zeta (mV) das formulagdes foi -
25,5 + 1,01; -26,0 = 1,67; 30,6 + 1,13 e 30,0 = 1,85 mV para F1, F1.RES, F2 ¢ F2.RES,
respectivamente. O RES livre foi quantificado de acordo com metodologia analitica validada e
ambas as formulagdes apresentaram significativamente a mesma eficiéncia de encapsulacdo
(~50%). As fotomicrografias obtidas por microscopia de forca atdmica (AFM) demonstraram
que F1 e F1.RES apresentaram morfologia anisométrica ovalada e F2 ¢ F2.RES apresentaram
morfologia esférica. Pelos ensaios de calorimetria exploratoria diferencial, todas as formulagdes
apresentaram reducdo da entalpia obtida em relacdo as esperadas, o que demonstra a interagdo
dos componentes na formacgdo dos sistemas. As formulagdes cationicas (F2 e F2.RES)
apresentaram maior penetracao cutanea in vitro e in vivo do que as formulagdes anidnicas (F1 e
F1.RES). As formulagdes F1 e F1.RES apresentaram maior efeito citotoxico para as linhagens
tumorais de melanoma murino (B16F10) quando comparadas com a linhagem saudavel de
queratinocitos imortalizados (HaCat). As formulacdes F2 e F2.RES demonstraram serem mais
citotoxicas que as formulagdes F1 e F1.RES para as duas linhagens testadas. O tratamento das
células com as formulagdes F2 e F2.RES foi capaz de promover parada do ciclo celular em
ambas as linhagens estudadas. Nao houve internalizagdo celular das NLSs desenvolvidas. Os
resultados obtidos demonstram que a presenga de tensoativo catidnico pode promover maior
efeito terapéutico na terapia topica utilizando RES; entretanto pode inviabilizar os ensaios

celular, devido sua alta toxicidade.

Palavras-chaves: Nanoparticulas lipidicas solidas; frans-Resveratrol, administracdo cutanea;

internalizacdo celular.
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Abstract

Trans-resveratrol (RES) is an important allay on prevention and treatment of cutaneous disease;
however RES presents low bioavailability and faster metabolization when it is administrated
orally in humans. Solid lipid nanoparticles (SLNs) have been developed for topical
administration because the interaction of it with the skin. The aim of this chapter was analyzing
in vitro and in vivo the activity of RES for topical administration, and it was analyzed in vivo
antinociceptive and antiedematogenic activity and the cellular effect in HaCat and B16F10 cells
of nanostructured system. The design factorial was used to select the formulations that were
composed of stearic acid (SA), as solid lipids, and soy phosphatidylserine (SPS), polisorbate 80
and poloxamer 407 (P407), as surfactant (F1). Cetrimonium bromide (CB) was added to F1, as
a cationic surfactant, to promote positive superficial charge (F2). RES was added to lipidic
phase, obtained F1.RES and F2.RES, respectively. The mean hydrodynamic diameter of
formulations were 195.0 £ 3.34 nm, 241.3 + 48.33 nm, 159.15 £ 4.78 nm and 158.25 + 33.92
nm to F1, F1.RES, F2 and F2.RES, respectively; and the zeta potential were -25.5 + 1.01, -26.0
+1.67,30.6 £ 1.13 and 30.0 + 1.85 mV to F1, F1.RES, F2 and F2.RES, respectively. Free RES
was quantified in accordance of previous validated methodology and both formulations
presented same entrapment efficacy (~50%). The photomicrography obtained by atomic force
microscopy (AFM) demonstrated that F1 and F1.RES exhibit an anisometric morphology,
generally oval; and F2 and F2.RES exhibit disk-shaped morphology. Differential scanning
calorimetry showed that all formulations demonstrated reduction on the enthalpy obtained in
relation to the expected ones, which it is related to the interaction between the components on
the formulation process. Cationic formulations (F2 and F2.RES) penetrate more in vitro and in
vivo assay than anionic formulations (F1 and F1.RES). Formulations F1 and F1.RES were more
cytotoxicity to B16F10 cells than HaCat cells. Formulations F2 and F2.RES were more
cytotoxicity than F1 and F1.RES for both B16F10 and HaCat cells. All formulations
demonstrated to be more cytotoxicity than RES solution. The treatment of cells by formulations
F2 and F2.RES promoted cell cycle arrest for both HaCat and B16F10. There was no uptake
cellular by SLNs developed. The results demonstrated that cationic surfactant enhance the
therapeutic effect of topical therapy using RES; however, the cellular methods can be unfeasible

because their cytotoxicity.

Keywords: Solid lipid nanoparticles, trans-Resveratrol, topical administration, uptake cellular.
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1. Levantamento Bibliografico

1.1 A pele humana

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, com uma area total de, aproximadamente, 2
m’. A pele é responsavel pela formagio de uma barreira, capaz de nos proteger contra os
microrganismos, além de regular a temperatura corpdrea, ¢ permitir a sensibilidade somatica,
através de mecanismos neurais responsaveis pela aquisicdo de informagdes sensoriais, tais
como: tateis, térmicas e dolorosas (KANITAKIS, 2001).

A pele ¢ subdividida em trés camadas, a epiderme, derme ¢ o tecido subcutaneo
(hipoderme). A epiderme a camada mais externa da pele responsavel por formar uma barreira
impermeavel. Ela apresenta uma superficie formada por células queratinizadas mortas, a qual ¢
chamada de estrato corneo. A coloracdo da pele ¢ criada por células especificas localizadas na
camada basal da epiderme, as quais sdo chamadas de melandcitos, essas células produzem a
melanina, pigmento responsavel pela coloracdo da pele. A invaginacdo dessa camada forma as
glandulas sudoriparas, os foliculos pilosos e outros anexos. A derme é formada por uma camada
mediana, na qual apresenta os anexos cutineos, ¢ a parte vascularizada da pele, além de conter
terminais nervosos. A camada subcutanea é a mais profunda das camadas da pele, a qual ¢
composta pelo tecido adiposo (CHORILLI et al., 2007, LOWE, 2015). A estrutura da pele esta

representada na Figura 1.

Figura 1. Pele humana (imagem obtida do banco de dados Servier Medical Art).
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2.2 trans-Resveratrol e seu papel no melanoma

O RES (trans-3, 4, 5-trihidroxistilbeno) (Figura 2) ¢ uma substancia naturalmente
encontrada em uvas e em varias plantas medicinais, que atua como uma fitoalexina na protec¢ao
contra as infecgOes virais nas plantas. Devido a alta concentragdo dessa substancia na casca das

uvas, ha uma quantidade significativa de RES no vinho tinto (GEHM et al., 1997).

Figura 2. Formula estrutural do RES.
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O RES ¢é um po6 esbranquicado com formula molecular C;4H;,0;, massa molecular de
228,25 g.mol™, solaivel em agua a 0,03 g/L, solavel em DMSO a 16 g/L, soliivel em etanol igual a
50 g/L, ponto de fusdo entre 253 e 255°C e log P igual a 3,1 (AMIDON et al., 1995; AMRI et al.,
2012; KRISTL et al., 2009).

Viérios estudos tém procurado demonstrar a atividade quimiopreventiva do RES contra o
cancer (SHUKLA; SINGH, 2011). KIM e colaboradores (2008) observaram que o tratamento com
RES aumenta a expressdo de NDRG2 em células de MEL B16F10 e reduz a atividade da enzima
tirosinase, em aproximadamente 30 a 45% (KIM et al., 2008), além de atuar na downregulation da
proteina MITF, conforme Figura 2 (CHANG, 2012).

Bhattacharya, Darjatmoko e Polans (2011) avaliaram os efeitos do RES na migracao celular
e na invasdo do MEL. Os resultados sugeriram que o RES pode reduzir as propriedades de células
malignas altamente invasivas, por inativacdo da proteinaquinase, sendo uma opg¢ao atraente para o
tratamento de MEL (BHATTACHARYA et al., 2011). Além disso, Kim (2012) avaliou o papel
do 6xido nitrico (NO) durante a apoptose induzida pela capsaicina e pelo RES em células
humanas de MEL A375. Os resultados demonstraram que estas substancias isoladas ou associadas
sdo capazes de inibir o crescimento celular e promover a apoptose pelo aumento da concentragdo
de NO nas células A375 (KIM, 2012).

Os principais sitios de acdo do RES na terapia antitumoral do melanoma encontram-se no
interior do melanoécito (Figura 3). Desta maneira, se faz necessario a internalizagdo celular de

RES.
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Figura 3. Melanécito e mecanismo de melanogénese (adaptado de QTAGEN© 20009).
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Um estudo demonstrou que microesferas, as quais sdo particulas esféricas constituidas
por polimeros, normalmente maiores do que 500 nm podem ser internalizadas também por
células ndo-fagociticas B16 de melanoma. As microesferas com didmetro menor do que 200 nm
sdo internalizadas em sua maioria (80%) através da via mediada por clatrina. Ja as microesferas
de 500 nm sdo internalizadas através da via independente de clatrina. Os pesquisadores sugerem
que as particulas de maiores dimensdes (maiores que 200 nm e menores do que 1,0 um) sdo

internalizadas principalmente por endocitose mediada por caveolina (REJMAN et al., 2004).

1.3 Mecanismos de internalizagdo celular utilizados por sistemas de liberagdo de
farmacos

Os farmacos podem atuar biologicamente nas células por diferentes mecanismos, sendo
que alguns efeitos bioldgicos s6 sdo evidenciados quando ha a internalizagdo celular da
substancia ativa. Assim, hd a necessidade de que esse fairmaco consiga passar através da
membrana celular para que consiga exercer sua fungdo (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

O diametro de nanoparticulas ¢ um pré-requisito para uma efetiva transfecgdo celular.
Nanoparticulas lipidicas s6lidas normalmente apresentam distribuicdo heterogénea de tamanho
que varia de 100 nm a 1,0 um, o que poderia contribuir para que diferentes mecanismos de
internalizag@o celular fossem adotados pelas células (REJMAN et al., 2004).

A internalizagdo celular das nanoparticulas pelas células ndo depende apenas do seu
tamanho, mas também do revestimento das superficies e da carga. Nanoparticulas de oxido de
ferro superparamagnéticas revestidas com carboxidextrano foram internalizadas por células-

tronco mesenquimais humanas e¢ a eficicia de internalizagdo foi relacionada aos grupos
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carboxilas na superficie das nanoparticulas (MAILANDER et al., 2008). Nanoparticulas
catidnicas de D,L-polilactida (PLA)-NP apresentaram maior internalizacdo em células Hela do
que PLA-NP anidnicas (DAUSEND et al., 2008). A internalizacdo das nanoparticulas depende
também do comprimento da superficie de revestimento ou do tipo de célula (CHANG et al.,
2006; XIA et al., 2007). Entretanto, os mecanismos endociticos especificos pelo qual as
nanoparticulas sdo internalizadas nas células sdo desconhecidos (ZHANG; MONTEIRO-
RIVIERE, 2009).

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas dos nanocarreadores e do
direcionamento natural das células, principalmente dois mecanismos de internalizagdo celular
podem ocorrer: a fagocitose e a endocitose (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

A fagocitose ¢ um mecanismo de internalizacdo celular de particulas relativamente
grandes (maiores que 0,5 um) em vacuolos, através de mecanismos independentes de clatrina;
no entanto, pode ser ativada pela interacao de algumas moléculas da superficie da particula com
receptores presentes nos fagocitos (Figura 4). As particulas podem ser reconhecidas
diretamente, mas na maioria dos casos sdo mediadas por opsoninas, como, por exemplo,
anticorpos que recobrem as particulas e, entdo, sdo reconhecidos por receptores especificos
(RABINOVITCH, 1995).

A fagocitose ocorre principalmente em células especializadas, as quais sdo também
denominadas de fagocitos profissionais, dentre eles destacam-se os macréfagos, monocitos,
neutrofilos e células dendriticas. Porém, outros tipos de células, chamadas de fagocitos nao-
profissionais, também podem apresentar atividade fagocitica, entre elas os fibroblastos, células
epiteliais e endoteliais (ADEREM; UNDERHILL, 1999; HILLAIREAU; COUVREUR, 2009;
RABINOVITCH, 1995).

O mecanismo de internalizag@o celular por fagocitose apenas é desejavel quando ha o
direcionamento do tratamento para as células fagocitarias, como, por exemplo, o
direcionamento do farmaco antiviral em macréfagos infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (SCHAFER et al., 1992). Em contrapartida, a fagocitose de
sistemas de liberag@o nanoestruturados € uma das principais barreiras biologicas, uma vez que a
fagocitose promove a remoc¢do do sistema de liberagcdo do organismo (OWENS; PEPPAS,
2000).

Assim, pode-se utilizar da PEGlacdo das nanoparticulas para evitar a opsonizagao e,
consequentemente, a fagocitose dos sistemas de liberagdo. Para isso, a superficie das
nanoparticulas pode ser revestida por tensoativos, como, por exemplo, os poloxamers, ésteres de
polietileno e polissorbatos, os quais poderiam contribuir para a reducdo da adsor¢do de
opsoninas in vitro e a internalizagdo de nanoparticulas nos macrofagos (HILLAIREAU;

COUVREUR, 2009; OWENS; PEPPAS, 2006; YOO et al., 2010).
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Figura 4. Fagocitose de particulas (adaptado de (MOSBY, 2013)).
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Enquanto a fagocitose ¢é restrita para células especializadas, outros caminhos de
endocitose podem ser evidenciados em praticamente todas as células, dentre: endocitose
mediada por clatrina, endocitose mediata por caveolina, macropinocitose e endocitose
independente de clatrina e caveolina (FARAJI; WIPF, 2009; MCMAHON; BOUCROT, 2011),
sendo que estes quatro mecanismos necessitam de receptores especificos para a entrada das
particulas na célula (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009). A Figura 5 demonstra uma ilustragdo

dos mecanismos de internalizacao de particulas através de endocitose.

Figura 5. Internalizacdo de particulas através de endocitose mediada por clatrina e endocitose mediada
por caveolina (adaptado de (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009)).

Endocitose mediada Endocitose mediada
por clatrina por caveolina

As particulas que s@o internalizadas nas células por endocitose sdo degradadas no
interior de lisossomos, os quais apresentam no seu interior enzimas capazes de degradar
material organico. Assim, os sistemas de liberacdo que sdo internalizados pelo mecanismo de
endocitose podem ser adaptados para se tornarem metabolizaveis nos lisossomos, para que o
farmaco seja liberado no interior da célula pela biodegradagdo lisossdmica, conforme

demonstrado na Figura 6 (DOHERTY; MCMAHON, 2009; REJIMAN et al., 2004).
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Figura 6. Fases da entrega citosélica de substincias terapéuticas a partir de nanocarreadores por
endocitose (adaptado de (REJMAN et al., 2004))
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A endocitose mediada por clatrina é o principal mecanismo de internalizagdo de uma
variedade de complexos ligante-receptor, e normalmente estd destinada a degradacdo
lisossomal, ao passo que a endocitose ndo-dependente de clatrina leva ao acumulo endossomal.
Assim, a escolha dos ligantes de superficie das nanoparticulas pode permitir a entrega
controlada para os lisossomos ou endossomas. Muitos ligantes tém sido utilizados com esse
objetivo, tais como a riboflavina, transferrina e acido nicotinico que utilizam a endocitose
mediada por clatrina como mecanismo de internalizagdo e acido folico e lipoproteina de baixa
densidade (LDL) que utilizam a endocitose mediada por caveolina (BAREFORD; SWAAN,
2007).

A caveolina consiste da invaginacdo da membrana plasmatica de particulas de 50 a 80 nm
de tamanho constituidas por colesterol, esfingolipidios, receptores e caveolinas. A
macropinocitose ¢ uma forma de endocitose relacionada a invaginacdo da membrana celular e
promove uma via ndo-invasiva de endocitose de macromoléculas. Existem outros tipos de
mecanismos de internalizacdo que ndo envolvem nenhum dos processos descritos acima. A
endocitose de varios receptores de membrana pode também ocorrer através da via de lipid rafts, a
qual fornece uma plataforma para a ligagdo de receptores, adaptadores, reguladores e outros
downstream de proteinas como complexos sinalizadores, além de poderem se unir a caveolina

(HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

1.4 Nanoparticulas lipidicas solidas (NLSs)
Segundo definicdes do Food and Drug Administration (FDA), as nanoparticulas sdo
qualquer material com dimensdes entre 1 e 100 nm ou produtos finais com dimensdes de até 1

pm que exibam propriedades ou fendomenos, incluindo propriedades fisicas ou quimicas ou
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efeito biologico (APOPA et al., 2009; AUFFAN et al., 2009; DOWLING et al., 2004;
HOWARD et al., 2006; JAIN et al., 2006; NUTRITION, 2012). A comunidade cientifica tem
apresentado grande interesse em sistemas com dimensdes nanométrica devido a variedade em
suas aplicagdes e inumeros beneficios bioldgicos, sendo que as nanoparticulas produzidas
podem ser formadas a partir de material lipidico ou polimérico.

Ao patentearem um método de produgdo de nanoparticulas lipidicas (NL), Miiller e Lucks
(1996) introduziram o termo nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) (MULLER; LUCKS, 1996).
As NLS sao nanoparticulas lipidicas (NL) de primeira geragao, as quais sdo obtidas utilizando
apenas lipidios sélidos a temperatura ambiente (MULLER et al., 2007).

Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNs) sdo NL de segunda geragdo, as quais foram
originadas a partir de modificagdes nas NLSs (MULLER et al., 2007). Os dois tipos sdo
baseados em lipideos solidos. Entretanto, podem ser distinguidos pelas estruturas internas. As
NLSs apresentam lipideos so6lidos e os CLNs sdo constituidos por uma porcentagem adicional
de lipideo liquido, causando imperfei¢des na rede cristalina (MEHNERT; MADER, 2001a;
SOUTO et al., 2007), conforme demonstrado na Figura 7. Tais imperfei¢des também podem ser
observadas em NLSs, desde que haja a utilizacdo de misturas de lipideos solidos com
caracteristicas estruturais distintas, podendo aumentar assim a eficiéncia de encapsulacdo de

farmacos (KUO; LIANG, 2011; KUO; WANG, 2013; MEHNERT; MADER, 2001a).

Figura 7. Imagem demonstrando a organizagdo da matriz lipidica de NLSs composta por apenas um
lipideo soélido (esquerda) e as imperfeigdes da organizagdo da matriz da particula (direita) — CLNs ou
NLSs composta por mistura de lipideo sélido, distorcendo a formagdo de um cristal perfeito (adaptado de

(YINGCHONCHAROEN et al., 2016)).
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As nanoparticulas lipidicas tém sido muito estudadas como sistemas de liberacdo de
farmacos com propriedades antitumorais na terapia do melanoma.
Com o cenario bioldgico complexo dos canceres ¢ fundamental a identificacdo de

propriedades que possam maximizar o acumulo das nanoparticulas no sitio de agdo, diminuindo
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assim a toxicidade do farmaco e os efeitos colaterais. Os sistemas biologicos patologicos
apresentam caracteristicas peculiares em relagdo ao seu metabolismo, morfologia celular e
microambiente (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Conhecendo-se tais caracteristicas € possivel
identificar biomarcadores especificos (anticorpos, aptimeros, peptideos ¢ pequenas moléculas), os
quais podem ser ligados na superficie das nanoparticulas, para um direcionamento efetivo da
liberagdo do farmaco no local da agdo (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009; JAIN et al., 2013).
Além dos biomarcadores especificos, pode-se ainda utilizar de interacdes ndo especificas,
como, por exemplo, as ligacdes de van der Waals, afinidade eletrostatica e estérica, os quais
podem predizer a propensdo a adesdo e a internaliza¢do das nanoparticulas (SAKAMOTO et al.,
2010b). Assim, a escolha dos componentes estruturais das nanoparticulas (lipideos, tensoativos ou
polimeros, Tabela 1) pode melhorar o direcionamento de farmacos para o tecido tumoral (KUO;
CHEN, 2010; KUO; LIANG, 2011); impedir a opsonizagao e consequente reducao da degradacao
das nanoparticulas pelo sistema imune (AMELLER et al., 2003; GABIZON; MARTIN, 1997;
OWENS III; PEPPAS, 2006); aumentar a interagdo das nanoparticulas com a membrana celular
tumoral (NA et al., 2003; SONVICO et al., 2005; WONG et al., 2006); alterar fungdes normais
das organelas e induzir apoptoses, aumentando a citotoxicidade no tecido tumoral (KUO; WANG,

2013; PARLO; COLEMAN, 1984; RISTORCELLI et al., 2008).
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Tabela 1. Relagdo de matérias-primas que podem ser utilizadas na composigao estrutural de nanoparticulas para melhorar o direcionamento de farmacos na terapia

antitumoral.

Matérias-primas que podem ser

utilizadas no preparo das nanoparticulas

Beneficios na terapia antitumoral

Referéncias

Polissacarideos; poliacrilamida; alcool

polivinilico; polivinilpirrolidona;
PEG; copolimeros contendo PEG
(poloxamers, poloxaminas,

polissorbatos e PEG copolimero).

Colesterol

Acidos graxos poli-insaturados (acido

a-linolénico; acido linoleico; acido
araquidonico, acido eicosapentaenoico
e acido docosaexaenoico).

Tensoativos cationicos

Impedem a ligagdo de opsoninas na superficie das nanoparticulas e consequente
reconhecimento das nanoparticulas pelo sistema fagocitico mononuclear, fazendo com

que as mesmas permanecem por mais tempo na corrente sanguinea.

Células tumorais captam cerca de 100 vezes mais lipoproteina de baixa densidade
(LDL) do que células normais, devido ao aumento de receptores para lipideos pelas
c€lulas tumorais para a sintese de membrana durante a divisdo celular associado ao
processo de transformagdo maligna do cancer. Assim, a utilizagdo de LDL tem sido
proposta como um veiculo de farmaco para os agentes anticancerigenos.

Sdo facilmente incorporados na membrana celular do tumor, resultando na ruptura da
estrutura da membrana e fluidez da mesma. Reduzem a progressdo tumoral por
modular a expressdo de p53, pl6 e p27, regulando o ciclo celular. Além de aumentar a
morte celular por induzir a apoptose e necrose tecidual.

Promove uma ligagdo através da interacdo eletrostatica com as cargas negativas dos

grupos de fosfolipideos preferencialmente expressos nas células endoteliais tumorais.

(HONG et al., 1999; LABARRE et al., 2005;
MALAM et al., 2009; OWENS III; PEPPAS,
2006; SHENG et al., 2009)

(ADES et al., 2001; ALLISON; MOGHISSI,
2013; GAL etal., 1981; JAIN et al., 2013; JIN

et al, 2011; LUNDBERG, 1987;
MASQUELIER et al., 1986; RUDLING et al.,
1983)

(FALCONER et al., 1994; FIELD; SCHLEY,
2004; JARACZ et al., 2005)

(BYRNE et al., 2008; KRASNICI et al., 2003;
KUNSTFELD et al., 2003; RAN et al., 2002)
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Acido félico

Acido hialuronico

O acido folico é importante na formagao de novas células através de sua participacao
na biossintese de bases nucleotidicas. Os receptores para folato estdo aumentados em
células cancerigenas. Além disso, apenas as células malignas transportam conjugados
de folato, as células normais ndo transportam; desta maneira, a ligacdo do acido folico
em sistemas de liberacdo melhora o direcionamento de firmacos para células

tumorais.

O acido hialuronico ¢ um componente da matriz extracelular que tem a propriedade de
se ligar especificamente ao CD44, uma proteina da membrana extracelular, que regula
varias respostas celulares. Em células tumorais hd um aumento na expressao de CD44,
enquanto em células normais ha uma diminui¢do desta proteina, o que faz com que o

CD44 seja um marcador superficial de células tumorais.

(BYRNE et al., 2008; JARACZ et al., 2005;
KUKOWSKA-LATALLO et al, 2005;
LEAMON; REDDY, 2004)

(CHOI et al., 2010; CHOI et al., 2011; YANG
etal., 2013)
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2. Objetivos

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas soélidas

para a incorporagao do trans-resveratrol, bem como a avaliagdo in vitro e in vivo da pernetragdo

cutanea das nanoparticulas e avaliacdo da sua atividade e eficdcia em alterar mecanismos

celulares para a terapia topica do melanoma.

Objetivos especificos:

v

v

Desenvolver NLS;

Estudar a estabilidade das NLSs em relagdo ao didmetro hidrodindmico médio, indice

de polidispersidade e potencial zeta;

Caracterizar as NLSs empregando as ténicas de microscopia de forga atdmica e

calorimetria diferencial exploratéria (DSC);

Avaliar a eficiéncia de encapsulamento do RES;

Avaliar a penetrag@o cutinea in vitro pela célula de difusdo de Franz

Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-edematogénica in vivo das NLSs através do

ensaio de edema de pata em camundongos;

Avaliar a citotoxicidade das NLSs em linhagem imortalizada de queratinécitos (HaCat)

e células de melanoma murino B16F10 através dos ensaios de MTT e calceina;

Avaliar as alteracdes no ciclo celular apos o tratamento das células com as NLSs;

Avaliar a internalizagao celular das NLSs.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais
Acido estearico (Impex, Brasil), polissorbato 80 (Tween 80, Oxiteno, Brasil), fosfatidilcolina de
soja (Lipoid S100, Lipoid AG, Switzerland), Poloxamer 407 (Pluronic® F127, Sigma-Aldrich,
USA), brometo de cetiltrimetilaménio (Sigma-Aldrich, USA), trans-resveratrol (Suzhou Vitaj,
China), alcool etilico (Sigma-Aldrich, USA), Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, USA). Amicon
Ultra 4 (Celulose regenerada, 100.000 MWCO, Millipore, Billerica, USA), Vivaspin® 2
Centrifugal Concentrator (Celulosetriacetato (CTA), 10.000 MWCO, GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Suécia) e membrana de acetato de celulose com poro de 0,45 um (Chromafil Xta).
Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), doxorrubicina (p6 para suspensdo injetavel), agarose (normal), agarose

(baixo ponto de fusdo) e tripsina.

3.2 Métodos

3.2.1 Produgdo das nanoparticulas lipidicas sélidas

Para o preparo das NLSs empregou-se metodologia adaptada descrita por Lim e
colaboradores (2004) e Mehnert e Méader (2001), a qual utiliza o método da sonicagdo. Para o
desenvolvimento das formulacdes usou-se o estudo de delineamento para selecionar a
formulagdo que apresentasse melhor estabilidade. Assim, as formulagdes desenvolvidas e
selecionadas foram compostas por 5,0% de acido estedrico e fosfatidilcolina de soja (FS), na
fase oleosa, além de polissorbato 80, poloxamer 407 e glicerina na fase aquosa. Para o preparo
das NLSs, a fase aquosa foi aquecida, a aproximadamente 85° C, e vertida sobre a fase oleosa
aquecida @ mesma temperatura. A mistura foi agitada, utilizando um agitador magnético durante
1 minuto, mantendo o aquecimento. Em seguida, a pré-emulsdo formada foi sonicada durante
20 minutos (18,75 um de amplitude, o que correspone a 25% da capacidade do equipamento, ¢
14-19 W de poténcia, para a probe de "'2). As amostras foram mantidas em banho de gelo, pois
testes preliminares demonstraram que o banho de gelo promoveu a formagéo de particulas com
diametro e indice de polidispersidade menores do que quando utilizado banho de agua a
temperatura ambiente. Esse processo de obtengdo das NLSs foi o mesmo para todas as
formulagdes testadas.

A incorporagdo de RES foi feita na fase oleosa utilizando a mesma abordagem
experimental utilizada na preparagdo de NLSs livres de farmaco. Incorporou-se 0,25 mg/mL do

farmaco no sistema (DETONI et al., 2012).
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Com o objetivo de eliminar o titdnio que pode ser desprendido no processo de
sonicagdo, as formulagdes foram centrifugadas a 3500 rpm, durante 10 minutos (AGAYAN et

al., 2004).

3.2.2 Determinagdo do diametro hidrodindmico médio e analise do potencial zeta

O diametro hidrodindmico médio das nanoparticulas foi determinado através de
espalhamento dindmico da luz (dynamic light scattering, DLS, Zetasizer Nano NS, Malvern
Instruments, Malvern, UK). As dispersdes de nanoparticulas foram diluidas em agua Milli-Q
(10 pL/mL) e mantidas em frascos de cintilacdo isentos de poeira. Os frascos foram colocados
na camara de analise, de modo que feixes de luz pudessem atravessar a dispersdo em toda a sua
extensdo. As condigdes de ensaio foram: angulo de espalhamento: 90°; temperatura: 25° C;
comprimento de onda do laser: 633 nm e indice de refracdo: 1,311. Foram realizadas 3
determinacgdes do didmetro médio e do indice de polidispersidade, sendo calculados a média e o
desvio padrao. As analises foram feitas nos tempos 24 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias apds o
preparo das formulacdes. As formulagdes foram armazenadas em geladeira (4 + 2 °C) durante
todo o periodo de analise.

Para as andlises de potencial zeta, as NLSs foram diluidas em agua Milli-Q (10 uL/mL).
O potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética, utilizando a equagdo Helmholtz-
Smoluchowski (Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK). As amostras foram
colocadas na célula eletroforética e foram realizadas 3 determinagdes do potencial de superficie
para cada amostra, calculando-se a média e o desvio padrao, sendo que as analises foram feitas
nos tempos 24 horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias apos o preparo das formulagdes. As formulagdes
foram armazenadas em geladeira (4 £ 2 °C) durante todo o periodo de analise.

A analise dos resultados foi conduzida utilizando o software presente no sistema.

3.2.3 Analise microscopica

A determinacdo da morfologia das NLSs por microscopia de forca atdmica (MFA),
empregando microscopio de forga atomica Bruker modelo Dimension Icon. Aplicou-se uma
gota das NLSs sob o substrato de mica. Apds, para a secagem das amostras, 10 uL das mesmas
foram centrifugados, utilizando Spin Coater Model KW-4A (SPI® Supplies, USA), em 2
estagios, sendo que no primeiro estagio as amostras foram centrifugadas durante 30 segundos a
500 rpm e o segundo estagio, durante 60 segundos a 5.000 rpm. A placa de mica foi entdo
inserida no leitor do microscopio e as amostras foram analisadas no modo "tapping".

Fotomicrografias foram obtidas e analisadas no software NanoScope Analysis, versao 1.40.
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3.2.4 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

As medidas de calorimetria diferencial exploratoria (DSC) foram realizadas utilizando
calorimetro diferencial de varredura (DSC), DSC Q10, TA Instruments, acoplado & um modulo
de resfriamento por N,. Para as analises, as formulagdes de nanoparticulas foram liofilizadas
durante 24 horas. Uma aliquota de 5 mg de cada componente presente nas formulagdes, assim
como cada formula¢do desenvolvida, foram adicionadas em cadinho de aluminio selado. As
amostras foram aquecidas de -50 a 300 °C, numa razdo de 10°C/min, ¢ as curvas de DSC foram
obtidas utilizando atmosfera de N»(g) num fluxo de 50 mL/min.

As amostras analisadas por DSC foram as seguintes matérias-primas: acido estearico,
fosfatidilcolina de soja, polissorbato 80, poloxamer 407, glicerina, brometo de
cetiltrimetilamdnio, phenonip e frans-resveratrol, bem como as formulacdes desenvolvidas F1,
F1.RES, F2 ¢ F2.RES.

Os dados foram plotados através de software Origin 8 (OriginLab Corporation) e
analisados pelo software TA Universal Analysis.

As analises de DSC foram realizadas no Instituto de Quimica, no Departamento de
Fisico-Quimica da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP), Campus

Araraquara, em colaboragdo com o Profa. Dra. Sandra Pulcinelli.

3.2.5 Validagao da metodologia analitica para a quantificacao de RES nas NLSs
A metodologia analitica foi validada para a quantificacdo de RES nas NLSs de acordo
com os guias do International Conference on Harmonisation (ICH) (ICH, 2005) e Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) (BRASIL, 2003), empregando espectrofotometro
UV-VIS (HP UV-Visible ChemStation software, Hewlwtt-Packard® 8453), seguindo os
parametros: linearidade, precisdo, exatiddo, especificidade, limite de detecgdo (LD), limite de
quantificagdo (LQ) e robustez.
e Linearidade: foram realizadas trés curvas analiticas em triplicata com solugdo de RES
em diferentes concentragdes (1,0 - 20,0 pg/mL) em agua:etanol (1:1). Todas as solugdes
foram preparadas no momento da sua utilizacdo e analisadas por espectroscopia UV-VIS.
A linearidade foi avaliada através da andlise de regressdo linear (NEMEN; LEMOS-
SENNA, 2011).
e Especificidade: a especificidade foi avaliada através da analise das formulacdes NLSs-
sem farmaco, depois de realizado o mesmo processo de filtragdo, as quais as NLSs-com
RES foram submetidas. A especificidade pode ser determinada pela comparacdo dos

resultados obtidos.
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e Precisdo: a precisdo intradia e interdia foram mensuradas a partir de analises sucessivas
de 9 solugdes de RES (10 pg/mL), seguidas do calculo da média, desvio padrdao e desvio
padrio relativo (BRASIL, 2003).

e Exatiddo: foi calculada a porcentagem de recuperagdo de concentragdes conhecidas de
RES a partir de trés solugdes de RES (1,0; 10,0 e 20,0 pg/ml) (BRASIL, 2003). De acordo
com a regulamentacdo estabelecida pela ANVISA, os resultados ndo devem exceder 5%.

e Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ): foram calculados utilizando valores

de DP e inclinagdo das curvas analiticas obtidas. Os LD e LQ teoricos foram calculados

pelas equagdes 1 e 2, respectivamente (BRASIL, 2003).

LD = (DP x 3,3)/IC (Equacao 1)
LQ = (DP x 10)/1C (Equagdo 2)
em que DP = DP do intercepto com o eixo de Y e IC = inclinagdo da curva analitica.

e Robustez: foram realizados testes de variagdo do comprimento de onda (300, 306 e 312

nm) e diferentes marcas do solvente etanol (BRASIL, 2003).

3.2.6 Quantificagdo do RES presente nas NLSs

Para a quantificagdo do RES foi utilizada metodologia indireta para analise do teor de
RES incorporado as NLSs. O objetivo desse teste foi separar as nanoparticulas, as quais
permaneceriam retidas na membrana de filtragdo, e quantificar a quantidade de farmaco livre de
encapsulac@o, o qual passaria pela membrana. A eficiéncia de encapsulagio foi entdo calculada
pela Equagdo 3. Para a realizag@o deste teste utilizou-se 2 dispositivos de membrana: Amicon
Ultra 4 (Celulose regenerada, 100.000 MWCO, Millipore, Billerica, USA) ¢ a Vivaspin® 2
Centrifugal Concentrator (Celulosetriacetato (CTA), 10.000 MWCO, GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Suécia). Inicialmente, aplicou-se uma solugdo com quantidade conhecida de RES,
sendo esta centrifugada a 30.000 rpm, durante 30 min, a fim de coletar, aproximadamente,
100% do RES, mostrando que o RES ndo ficou retido na membrana. As andlises foram

realizadas em triplicata.

EE% = quantidade inicial — concentragao analitica x 100 (Equagido 3)

quantidade inicial

Além disso, propo-se a separagdo do RES encapsulado nas NLS e do RES livre por

cromatografia por exclusdo de tamanho, através de Sephadex G-50. Foram coletadas fragdes de
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2 mL, as quais foram analisadas por espectrofotometria em UV-visivel (HP8453, Hewlett-
Packard), medindo-se o espalhamento de luz em A=410 nm.

A metodologia utilizada para a realizagdo desse ensaio foi adapatada do trabalho
publicado por Wang et al. (2011). A coluna foi preparada utilizando 6 g de Sephadex G-50, os
quais foram previamente hidratados com agua Milli-Q durante 24 horas. A coluna (30,0 x 1,5
cm) foi entdo preencida com o Sephadex G-50 hidratado e condicionada com tampao fosfato-
salina (PBS) pH 7.4, conforme demonstrado na Figura 8.

Para a realizacdo do teste, 200 puL da formulagdo foram dispersos em 2,0 mL de tampao
PBS pH 7.4 e, entlo, inseridos na coluna para separacdo. O tampao PBS pH 7,4 foi empregado
na eluicdo da amostra e fragdes seriadas de 2 mL foram coletadas para posterior leitura do
espalhamento de luz ou da absor¢ao em espectrofotometro. Foram coletadas ao todo 70 fracdes.
Para a deteccdo e quantificacdo, foram utilizados os comprimentos de onda em 306 nm para se
detectar e quantificar o fArmaco nao encapsulado e em 410 nm para se detectar as fragdes das

NLSs (com farmaco encapsulado).

Figura 8. Coluna de separacio utilizada para realizar analise cromatografica por exclusido de tamanho,
empregando Sephadex-G50.

A eficiéncia de encapsulacdo foi também verificada empregando metodologia adaptada
descrita por Gokce et al. (2012). Uma membrana de acetato de celulose com poro de 0,45 um
(Chromafil Xta) foi colocada em tubo de centrifugagdo de 15 mL, de maneira a formar um
compartimento doador, no qual as amostras pudessem ser colocadas e ficassem isoladas do
compartimento receptor ¢ os tubos foram preenchidos (14mL) com uma solugdo 1:1 de etanol e
agua (Figura 9). Apds colocados 300 uL de cada formulagdo no compartimento doador (n=3),
os tubos foram centrifugados durante 1 hora a 5.000 rpm. Apds centrifugag@o, uma aliquota do
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compartimento receptor (ImL) foi entdo diluida com 1 mL da solugdo de etanol:agua (1:1) e o
contetido de RES foi analisado em espectro UV, quantificando o RES ndo encapsulado. A
eficiéncia de encapsulacdo (EE%) e a capacidade de carga (CC%) foi entdo calculada pelas

Equagdes 3 ¢ 4, respectivamente.

CC% = massa inicial de RES — massa RES livre x 100 (Equagio 4)

massa total de lipideos

A massa de RES livre foi determinada a partir da leitura da absor¢do em A = 306 nm das

fragdes separadas pela filtragdo em coluna e reunidas em um Unico recipiente.

Figura 9. Imagem ilustrativa do ensaio de eficiéncia de encapsulagdo.

Comnartimento doador

Compnartimento recentor

3.2.7 Penetracdo cutanea in vitro das NLSs em pele de suinos

A penetracdo de NLSs marcadas com 6,0 pg/mL rhodamina PE (16:0 Liss Rhod PE,
Avanti®) ou base galénica All Base Creme Oil Free® contendo a mesma concentragio de
rhodamina PE foram investigadas de acordo com protocolo in vitro previamente publicado
(ALNASIF et al., 2014).

Para o ensaio de penetracao cutdnea das formulacdes foi utilizada peles de orelhas de
porco obtidas em abatedouro e processadas logo ap6s o abate do animal. As orelhas foram
limpas com agua corrente e posteriormente dessecadas com ajuda de tesoura e bisturi. Vasos
sanguineos, gordura e tecidos nao desejados foram retirados, sendo que somente a derme e a
epiderme foram isoladas. A pele dermatomizada, a fim de padronizar a espessura da mesma
(0,5 mm), foi acondicionada entre o compartimento doador e o receptor da célula de Franz, de
forma que o estrato corneo foi mantido em contato com a formulagdo e a derme em contato
com a solucdo receptora (PRIMO et al., 2008).

Foram aplicados 30 pL/cm® das formulagdes nas superficies das peles de suinos, as

quais foram incubadas durante 6 horas a 32° C. Apds a remocdo das peles das células de
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difusdo de Franz, as amostras foram lavadas com soro fisiologico para remover o excesso de
fluoréforo e cortadas para remover a parte da pele que ndo entrou em contato com a
formulagdo; e, posteriormente, inseridas em um criomolde com meio para congelamento e
colocadas em contado com nitrogénio liquido até que o liquido se tornasse um bloco sélido. Os
criomoldes foram armazenados a -80°C durante 24 horas. Entdo, realizaram-se cortes
histologicos (30 um) utilizando criostato (Leica CM 1850).

As imagens fluorescentes foram obtidas por meio de microscopio de rotina invertido
(Eclipse TS100; Nikon®™), com controlador DS-L3, analisadas por meio do software NIS-
Elements (Nikon"™). As analises foram realizadas de acordo com os procedimentos

previamente publicados (BORGIA et al., 2008).

3.2.8 Modelo de eficacia in vivo através da atividade antinociceptiva e anti-
edematogénica pelo teste de edema de pata em camundongos

Ha grande interesse na investigacdo da atividade analgésica de farmacos quando
veiculados em sistemas de liberagdo de farmacos, uma vez que reside no fato de que as mesmas
tém uma vasta aplicagdo em varios processos patologicos. Varios modelos in vivo sdo utilizados
na pesquisa de compostos com atividade analgésica. A acdo antinociceptiva ¢ definida como a
acdo ou processo de bloqueio da deteccao de um estimulo doloroso ou prejudicial por neurénios
sensoriais (WANG et al., 2005).

Apds aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa no uso animal (CEUA) da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (Despacho n° 68/2015, Anexo A), as atividades
anti-inflamatoria e antinociceptiva das NLSs foram avaliadas pelo teste de edema de pata
induzido por carragenina e ensaio de pressdo plantar em camundongos, respectivamente.

Para isso, conduziu-se um estudo experimental, no qual camundongos machos (~30g)
da raga Swiss foram separados em grupos contendo 7 animais, seguindo a técnica de
aleatorizacdo simples. Os animais foram devidamente alojados em gaiolas no biotério do
Departamento de Farmaco e Medicamentos desta faculdade, conforme o padrdo sanitario do
biotério recomendado pelo CEUA. O experimento foi conduzido duas vezes, totalizando 14
animais por grupo de estudo.

O calculo do tamanho amostral foi realizada em relagdo a variabiliade observada
usualmente no teste de Rendall-Selitto (~25%), o qual ¢ uma ferramenta para avaliar os efeitos
de agentes analgésicos sobre os limiares de resposta a estimula¢ao de pressdo mecanica, que
tem sido muito utilizada por diversos pesquisadores na avaliagdo da hiperalgesia inflamatoria
(RANDALL, 1957; SANTOS-NOGUEIRA et al., 2012).

Para a condugdo do ensaio, 100 puL de suspesdo de carragenina a 1% foi injetada na pata

traseira esquerda dos animais, seguidas da administracdo das formulagoes (F1.RES e F2.RES),
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bem como de uma solug¢éo de RES em alcool:agua 1:1 (2,5 mg/mL) e um creme comercial de
dexametasona (1%), como controles positivos, apoés 1 hora da aplicagdo de carragenina.
Nenhuma formulagdo foi aplicada no controle negativo.

A carragenina promoveu visivel vermelhiddo e pronunciado inchago apds 1 hora de sua
administracdo plantar. O didmetro plantar foi mensurado através de paquimetro digital de alta
exatiddo (Mitutoyo Corp., Japao), conforme demonstrado na Figura 10, nos tempos 0, 1,2,4 ¢ 6

horas apds a administracdo cutanea.

Figura 10. Avalia¢do do didmetro plantar dos camundongos, utilizando paquimetro digital.

Além disso, a avaliagdo da atividade antinocipetiva foi mensurada através de um
medidor de analgesia (Pain With drawal Threshold to Pressure — PWTP), nos tempos 0, 1, 2, 4
e 6 horas apods a aplicag@o plantar da carragenina. O limiar nociceptivo (g) foi determinado a
partir da forca aplicada a superficie dorsal da pata traseira inflamada (g) necessaria para que o
camundongo retirasse sua pata. A pata foi colocada sob a extremidade plastica do aparelho onde
foi exercida uma pressdo, a qual foi aumentada gradativamente até que o animal removesse a
pata, como sinal indicativo de nocicep¢do, conforme demonstrado na Figura 11. Foi
estabelecido um valor maximo de pressdo (cut-off) de 150 g para evitar lesdes nas patas dos
animais (JIN et al., 2015).
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Figura 11. Avaliacdo da atividade antinociceptiva através de um medidor de analgesia.

3.2.9 Avalia¢do da viabilidade celular utilizando ensaios de MTT e da Calceina

As avaliagdes da viabilidade celular sdo dependentes de mudangas fisiologicas das
células ou de seu estado fisiologico, como, por exemplo, a sua respiragdo ativa; e/ou da
permeabilidade de sua membrana, mecanismos esses que interferem na captagdo, retencdo e
eliminacdo dos corantes pelas células (JOHNSON et al., 2013).

O ensaio de MTT consiste na quantificacdo de sal de formazan apos reducdo do
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) pela mitocondria ativa. As
células viaveis sdo capazes de reduzir o MTT ao sal insoluvel formazan, o qual apresenta
coloracdo roxa quando dissolvido com solvente apropriado, como, por exemplo, o
dimetilsulféxido (DMSO). A intensidade da coloragdo € proporcional ao niimero de células
viaveis e pode ser avaliada empregando espectroscopia a 570 nm (MOSMANN, 1983).

O ensaio de citotoxicidade e viabilidade Live/Dead € um ensaio de fluoréscencia, que
promove um método rapido para avaliar a propor¢ao de células vivas e mortas no sistema de
cultura celular de monocamada ou em tecidos, no qual as células sdo coradas utilizando dois
corantes especificos (ZHOU et al., 2011).

Hoechst 33342 é um corante que tem a capacidade de se ligar a moléculas de DNA que
emite fluorescéncia azul quando ligado, este corante ¢ utilizado para corar o nucleo de todas as
células. A calceina AM ¢ um corante célula-permeante que pode ser usado para determinar a
viabilidade celular na maioria das células eucariotas. Em células vivas, a ndo fluorescente
calceina AM ¢ convertida para calceina verde-fluorescente, apos hidrolise do éster de

acetoximetilo por esterases intracelulares. Desta maneira, as células viaveis apresentam
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colorag¢do azul em seu nucleo (corado pelo Hoechst 33342) e verde em seu citoplasma (corado
pela Calceina AM).

Como a variedade de metodologias para mensurar a viabilidade celular, ha necessidade
de se avaliar qual entre elas possa responder melhor quanto a presenca de possiveis elementos
toxicos (ROGERO et al., 2003).

Desta maneira, ¢ importante avaliar se os componentes da formulagdo ndo interferem
nas leituras dos corantes. Assim, as formulagdes foram diluidas em agua e em meio de cultura,
nas mesmas concentragdes em que os ensaios seriam realizados, e fez-se leituras para verificar

se as absorbancias e/ou a fluorescéncia seria aumentadas.

3.2.10 Citotoxicidade das NLSs nas linhagens HaCat e B16F10

A analise de citotoxicidade das formulag¢des (F1, F1.RES, F2 e F2.RES), bem como do
RES em solugao foram conduzidas, utilizando as linhagens celulares de queratindcitos HaCat e
melanoma B16F10.

A linhagem celular de melanoma B16F10 foi gentilmente cedida pela Profa. Dr. Enilza
Maria Espreafico da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(USP), a qual foi recebida em criotubo, contendo 0,5 mL da cultura congelada a -80°C,
conservadas em gelo seco. Utilizou-se também a linhagem de queratindcitos humanos
imortalizados HaCat, a qual foi gentilmente cedida pela Profa. Dr. Christiane Pienna Soares da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho" (UNESP).

As amostras foram descongeladas e semeadas em garrafas para cultivo (25 cm’),
utilizando meio Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) para as células HaCat e meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) para as células B16F10. O cultivo das células foi
realizado em meio com antibidticos e com 10% de soro. As células foram incubadas com
densidade de 10* célula/pogo em placa de 96 pogos, a 37°C e atmosfera de 5% de CO,, durante
24 horas com diferentes concentragdes de RES e NLSs.

As células foram lavadas com PBS apos a remocdo dos tratamentos e a viabilidade
celular foi mensurada através do ensaio de MTT (GONCALEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014) ou por Live/Dead. Para o ensaio de MTT, acrescentou-se solucao a 5,0 mg/mL de MTT
em meio sem soro, incubou-se as placas por 3 horas, o MTT foi entdo removido e 100 pL de
DMSO foi acrescentado em cada pogo, para a solubilizacdo do sal de formazan. Para o ensaio
de Live/Dead, preparou-se a solu¢do a 1 pL/mL de Hoechst 33342 (1uM) e 0.5 uL/mL de

Calceina AM em Fluoresbrite®.
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3.2.11 Ciclo celular das linhagens HaCat e B16F10 ap6s o tratamento com NLSs

Para a analise do ciclo celular, as células HaCat e BI6F10 foram plaquedas em placa de
24 pogos, a uma densidade de 10° células por pogo. As células foram tratadas com as NLSs
durante 12 horas. A analise do ciclo celular foi realizada pela avaliagdo do contetido de DNA.
As células foram colhidas, lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) com
EDTA 5 mM, fixadas em etanol absoluto gelado e armazenados overnight a -20° C. Apos, as
células foram incubadas com RNAse A (0,1 ug.uL™") a 37 ° C durante 30 minutos, marcadas
com lodeto de propideo (0,02 pug.uL™") e imediatamente analisado por anélise citométrica de

fluxo (Guava easyCyte 8HT, Millipore) (VALENTE et al., 2013).

3.2.12 Ensaio de internalizacdo celular nas linhagens HaCat ¢ B16F10

O ensaio de internalizagdo celular foi realizado em colaborag¢do com o Prof. Dr.
Marcelo Bispo de Jesus, no Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas
(Unicamp).

Para o ensaio de internalizagdo celular, as células HaCat e B16F10 foram plaqueadas
em placas de 12 pogos na concentragdo de 10° células/pogo, durante 24 horas. Apods, as
formulagdes marcadas com rhodamina PE foram utilizadas para o tratamento das linhagens
celulares. Apos 4 horas de tratamento, as células foram lavadas com PBS e removidas com
tripsina e colocadas em tubos de citometria de fluxo e armazenadas em gelo até a analise. O
citometro de fluxo criou um fluxo continuo da suspensdo da amostra num canal microfluidico e
cada objeto individual com sinal de dispersdo suficiente pode ser detectado, sendo que as
amostras foram analisadas (10.000 eventos por amostra) em citometro de fluxo FACSCalibur
(Beckton Dickinson), usando-se o programa CellQuest 2.8. Quando as células passaram pelo
feixe de laser utilizado para a analise, as intensidades de emissdo de fluorescéncia, e as
intensidades de dispers@o direta e lateral de cada objeto foram detectadas. Foram realizadas
medidas para os picos de fluorescéncia verdes e vermelhos (SEMMLING et al., 2008). A
analise da porcentagem das diferentes popula¢des marcadas foi feita utilizandose o programa

FlowJo V10 (Copyright FlowJo, LCC).

3.2.13 Forma de analise dos resultados

Os resultados obtidos referentes aos ensaios de estabilidade em relagdo ao diametro
médio das NLSs, analise do potencial zeta e eficiéncia de encapsulagdo do RES nas NLSs, bem
como os ensaios de citotoxicidade das NLSs, foram submetidos a andlise estatistica para
detecgdo de diferencas significativas entre as amostras. Inicialmente, os dados foram
compilados em software BioEstat 5.0 para avaliacdo da normalidade. Para as andlises de

estabilidade (didmetro hidrodindmico médio, potencial zeta e eficiéncia de encapsulagdo), os
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quais sdo amostras dependentes, os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida por comparagdes multiplas pelo método de
Tukey, para os dados paramétricos, utilizando software STATISTICA 7, e pelo teste Friedman,
seguidas pela Concordancia do Coeficiente de Kendall, para os dados ndo paramétricos,
utilizando software BioEstat 5.0. Para o ensaio de citotoxicidade das NLSs, realizou-se a analise
de variancia ANOVA, seguidos de Teste de Tukey, para os dados paramétricos, pois permite a
analise de amostras multiplas, ¢ o teste de Kruskal-Wallis, ou teste H, para os dados nao-
paramétricos, utilizando software STATISTICA 7 (ANDRADE, 2008). O nivel de significancia
adotado foi (a0 = 0,05).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Desenvolvimento das NLSs

Na dissertacdo intitulada “Desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas lipidicas
solidas para administracdo cutanea do trams-resveratrol” (Processo FAPESP n° 2011/16888-5),
foram desenvolvidas NLS constituidas por acido estearico (AE) ou estearato de polioxietileno 40
(EP), fosfatidilcolina de soja (FS) e poloxamer 407 (P407) para a incorporagdo de RES. A adigdo
de FS ao lipidio fundido promoveu maior estabilidade nas nanoparticulas, conforme evidenciado
por Miiller et al. (2000) (MULLER et al., 2000a). As formula¢des possibilitaram a liberacio
controlada e permeac¢do do RES na epiderme.

Neste contexto, a presente pesquisa propde a administracdo topica de NLS, compostas por
AE ou EP, P407/FS e dgua, acrescentando ao sistema o lipidio behenato de glicerilo (Compritol”
888 ATO, C888), com o objetivo de aumentar a estabilidade das nanoparticulas e promover o
direcionamento das nanoparticulas para as células tumorais. Desta maneira, inicialmente para
o desenvolvimento das formulacdes, foram testadas varias concentracdes de C888 ¢ AE ou EP,
mantendo-se fixa as concentracdes de P407 e FS e fase lipidica (5,0%), de acordo com as

concentracdes utilizadas na dissertacdo de mestrado, sendo 3,5% P407 e 1,2% FS (Tabela 2 e 3).

Tabela 2. Formulagdes desenvolvidas utilizando acido estedrico e behenato de glicerilo como fase

lipidica.

Concentracoes (%)

F1.AE F2.AE F3.AE F4.AE FS5.AE F6AE F7.AE FS8.AE F9.AE F10.AE F11.AE

Acido estearico 5,0 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 ---
Behenato de glicerilo - 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4.5 5,0
Poloxamer 407 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Fosfatidilcolina soja 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Agua deionizada gsp qsp qsp qsp qsp qsp Qsp qsp Qsp qsp qsp

*qsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulagao.
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Tabela 3. Formula¢des desenvolvidas utilizando estearato de polioxietileno (40) e behenato de glicerilo
como fase lipidica.

Concentracdes (%)

F1.EP F2.EP F3.EP F4EP F5EP F6.EP F7.EP FS8EP F9.EP FI10.EP FI11.EP

Estearato de

o , 4,5 4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 -
polioxietileno (40)

Behenato de glicerilo -— 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4.5 5,0
Poloxamer 407 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Fosfatidilcolina soja 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Agua deionizada qsp qsp qsp qsp gsp gsp Qsp qsp qsp Qsp qsp

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

Os resultados de didmetro hidrodindmico médio (nm), assim como o indice de

polidispersidade (PdI) e o potencial zeta das formula¢des desenvolvidas, estdo representados nas

Figura 12 a 13.

Figura 12. Didmetro hidrodindmico médio (nm) das formulac¢des desenvolvidas (n=6).
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Figura 13. indice de polidispersidade (PdI) das formulagdes desenvolvidas (n=6).
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Figura 14. Potencial zeta (mV) das formulagdes desenvolvidas (n=6).
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Na Figura 12 pode-se observar que as formulagdes com maiores concentragdes de AE,
produziram NLSs com menores didmetros hidrodinamicos médios (~200 nm). As NLSs
produzidas com EP apresentaram grande variacdo no didmetro hidrodinamico médio das
particulas, aproximadamente 45 nm para as formula¢des preparadas apenas com EP e até 600
nm para as formulacdes preparadas com EP:C888 (3:2).

Na Figura 13 esta representado o indice de polidispersidade (Pdl) das formulacdes
desenvolvidas. Verifica-se que elevado PdI (>0,5) foi observado para as formulagdes compostas

apenas por C888; as demais formulagdes apresentaram Pdl entre 0,2 a 0,3, demonstrando
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relativa homogeneidade na distribui¢do do tamanho dessas nanoparticulas. O elevado PdI para a
formulagdo composta apenas C888 pode ser explicado pelo fato do C888 ser composto por uma
mistura de glicerideos do acido berrénico e triberrenina. A diferenga nas cadeias moleculares
desses componenetes faz com que o arranjo estrutural formado nas particulas ndo seja
homogéneo. O aumento do didmetro hidrodinamico médio, assim como o aumento no indice de
polidispersidade nas particulas formadas pelo C888, também foram evidenciados por
SCHWARZ; MEHNERT (1997). As formulagdes compostas por EP apresentaram valores de
PdI>0,4 (Figura 13), o que pode ser um indicativo da presenga de uma mistura de estruturas,
como, por exemplo, NLSs e micelas (JORES et al., 2004). A presenga de hidroxilas presentes
no estearato de polioxietileno (40) pode ter contribuido para este quadro, pois os polioxietilenos
contribuem positivamente para a formac¢ao micelar.

O potencial zeta das formulagdes desenvolvidas esta representado na Figura 14. Pode-se
observar que a adicdo de C888 ndo promoveu a formacdo de nanoparticulas carregadas
positivamente. As formulagdes compostas por AE apresentam-se mais negativas que as
formulagdes compostas por EP. As formulagdes compostas por AE apresentam ainda potencial
zeta mais proximas a -30 mV, o que pode contribuir para uma estabilizagdo eletrostatica das
NLS:s.

Mediante aos resultados preliminares encontrados, os estudos utilizando EP foram
descontinuados, uma vez que as estruturas formadas podem ndo ser apenas NLSs, além de
apresentaram alto indice de polidispersidade, demonstrando alta variagdo na distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas e baixos valores de potencial zeta quando comparado com as
formulagdes compostas por AE, que poderiam diminuir a estabilizacdo eletrostatica.

Entre as formulagdes compostas por AE ¢ C888, selecionou-se as formula¢des F1.AE
(composta apenas por 5,0% AE), F6.AE (composta por 2,5% AE e 2,5% C888) ¢ FI11.AE
(composta apenas por 5,0% C888). Porém, estas formula¢des apresentaram apos 7 dias a
floculagdo do sistema e aumento da viscosidade da amostra. Desta maneira buscou-se
alternativas para aumentar a estabilidade das nanoparticulas formadas.

Um estudo conduzido por Bhandari e Kaur Indu (2013) desenvolveu nanoparticulas
contendo AE e C888 como fase lipidica e Tween 80 e FS como sistema tensoativo (ROHIT;
PAL, 2013). Mulla e Khazi (2009) demonstraram que ao utilizar T80 e FS como tensoativos ha
uma reducdo do didmetro médio das nanoparticulas (MULLA; KHAZI, 2009). Assim, novas

formulagdes foram testadas, sendo removido o P407 e acrescentado o Tween 80 (Tabela 4).
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Tabela 4. Formulagdes desenvolvidas utilizando acido esteérico e behenato de glicerilo (C888) como fase
lipidica e polissorbato 80 (T80) e fosfatidilcolina de soja como tensoativos.

Concentracoes (%)

F1.T80 F2.T80 F3.T80
Acido esteérico 5,0 2,5 ---
Behenato de glicerilo --- 2,5 5,0
Polissorbato 80 (T80) 3.5 3,5 3,5
Fosfatidilcolina de soja 1,2 1,2 1,2
Agua deionizada gsp qsp qsp

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

Apds o preparo das formulagdes, acompanhou-se a estabilidade das mesmas durante 60
dias, avaliandos-se o diametro hidrodindmico médio, PdI e potencial zeta. Os resultados estdo

representados na Figura 15 a 16.

Figura 15. Didmetro hidrodindmico médio (nm) das formula¢des desenvolvidas utilizando acido
estearico e compritol 888 ATO como fase lipidica ¢ Tween 80 ¢ fosfatidilcolina de soja como tensoativos
(n=0).
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Figura 16. indice de polidispersidade (PdI) das formula¢des desenvolvidas utilizando acido estearico e
compritol 888 ATO como fase lipidica e Tween 80 e fosfatidilcolina de soja como tensoativos (n=6).
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Figura 17. Potencial zeta (mV) das formulagdes desenvolvidas utilizando acido esteéarico e compritol 888
ATO como fase lipidica e Tween 80 e fosfatidilcolina de soja como tensoativos (n=6).
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Verificou-se com esses resultados que as formulagcdes compostas apenas por AE
demonstraram ser mais estaveis, nos trés parametros analisados: didmetro hidrodinamico médio
(nm), indice de polidispersidade (PdI) e potencial zeta (mV). Ja as formulagdes compostas por
C888 apresentaram-se instaveis, durante o tempo analisado, quanto ao didmetro hidrodindmico
médio e ao indice de polidispersidade, apresentando grande variagdes, com Pdl > 0,5.

Estudo conduzido por Gardouh et al. (2013) demonstrou que o acréscimo de glicerina

nas formulagdes de nanoparticulas lipidicas sélidas compostas por monoesterato de glicerila
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promoveu redug¢dao do tamanho das particulas. A glicerina poderia aumentar também a
estabilidade das formulagdes, uma vez que a glicerina promoveria uma estabilizagdo estérica,
assim como o P407 (GARDOUH et al., 2013). Assim, novas formulagdes foram desenvolvidas,

sendo acrescentadas as formulagdes F1.T80, F2.T80 e F3.T80, o P407 ¢ a glicerina (Tabela 5).

Tabela 5. Formulagdes desenvolvidas utilizando acido estearico e behenato de glicerilo como fase
lipidica, polissorbato 80 e fosfatidilcolina de soja como tensoativos e P407 e glicerina como estabilizantes

estéricos.
Concentracdes (%)
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Acido estedrico 5,0 2,5 -— 5,0 2,5 -— 5,0 2,5 - 5,0 2,5 -
Behenato de glicerilo --- 2,5 5,0 - 2,5 5,0 - 2,5 5,0 --- 2,5 5,0
Polissorbato 80 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Fosfatidilcolina de
) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
soja
Poloxamer 407 0,05 0,05 0,05 0,1 0,1 0,1 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Glicerina 0,075 0,075 0,075 0,15 0,15 0,15 2,0 2,0 2,0 4,0 4,0 4,0
Agua deionizada qsp Qsp qsp  gsp gsp gsp qsp qsp Qsp qsp qsp Qsp

*qsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulag@o.

Apds o preparo das formulagdes, acompanhou-se a estabilidade das mesmas durante 60
dias, avaliandos-se o diametro hidrodindmico médio, Pdl e potencial zeta. Os resultados estdo

representados nas Figura 18 a 19.
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Figura 18. Didmetro hidrodindmico médio (nm) das formula¢des desenvolvidas utilizando &cido
estearico e behenato de glicerilo como fase lipidica e polissorbato 80 e fosfatidilcolina de soja como
tensoativos e P407 e glicerina como estabilizantes estéricos (n=6).
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Figura 19. indice de polidispersidade (PdI) das formulagdes desenvolvidas utilizando acido estearico e

behenato de glicerilo como fase lipidica e polissorbato 80 e fosfatidilcolina de soja como tensoativos e

P407 e glicerina como estabilizantes estéricos (n=6).
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Figura 20. Potencial zeta (mV) das formulagdes desenvolvidas utilizando 4cido estedrico e behenato de
glicerilo como fase lipidica e polissorbato 80 e fosfatidilcolina de soja como tensoativos e P407 e
glicerina como estabilizantes estéricos (n=6).
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Verificou-se na Figura 18 que o aumento na quantidade de glicerina promoveu aumento
do tamanho do didmetro hidrodindmico médio das particulas. Na Figura 19 pode ser observado
que o aumento na quantidade de glicerina promoveu aumento no indice de polidispersidade das
formulagdes, provavelmente devido a uma aumento da viscosidade da fase aquosa, o que
contribuiria para reduzir a capacidade de homogeneizacdo do sistema (GARDOUH et al., 2013;
MEHNERT; MADER, 2001b; OLESEN et al., 1999). O potencial zeta (Figura 19) apresentou
pouca variacdo entre as formulagdes e os tempos analisados, visto que todas as formulagdes nos
diferentes tempos apresentaram potencial zeta entre -20 a -30 mV.

Mediante aos resultados obtidos, verificamos que o C888 apresenta cadeias moleculares
que contribuem para a formagdo de particulas com distribuicdo ndo homogénea de diametro
hidrodinamico médio. Desta maneira, o C888 foi substituido pelo &lcool berrénico, que
apresenta o mesmo tamanho de cadeia que o C888, porém ¢ mais lipofilico que o C888, o que
poderia contribuir para a formacao de particulas com distribuicdo de tamanho mais homogénea
quando associado ao AE.

Nessa etapa, avaliou-se a influéncia dos componentes utilizados no preparo das
formulagdes no didmetro hidrodindmico médio, no indice de polidispersidade e no potencial
zeta das NLSs. Para isso, utilizou-se o design fatorial 2> para estimar o erro experimental,
composto por 2 variaveis, as quais foram fixadas em 2 niveis cada. A média do didmetro médio
das particulas, PdI e potencial zeta foram dependentes das variaveis e cada fator, os menores e

maiores valores dos menores € maiores niveis, foram representados como (-1) e (+1) e os pontos
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centrais foram representados pelo (0), como demonstrado na Tabela 6. Para o design foram

necessario 9 experimentos. Os dados foram analisados utilizando STATISTICA 7.0.

Tabela 6. Design fatorial 27, sendo os niveis menores (-1), maiores (+1) e central (0).

Variaveis Niveis
-1 0 +1
AE:AB* 1:0 1:1 0:1
P407:FCS** 3,7:1 3,5:1,2 3.3:1,4

*5,0% de lipideos solidos, sendo a mistura de acido estearico e alcool berrénico.
**4 7% de tensoativo em solugdo aquosa, sendo a mistura de poloxamer 407: fosfatidilcolina de soja.

As NLS produzidas utilizando diferentes fases lipidicas e tensoativos apresentaram
didmetro médio (nm) entre 180 a 300 nm, conforme demonstrado na Figura 21. A influéncia da
fase lipidica e do tensoativo em relacdo a polidispersidade e ao potencial zeta (mV) esta

representado na Tabela 7.
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Figura 21. Influéncia da mistura de tensoativos utilizado (P407:FCS) no didmetro hidrodindmico (nm)
das nanoparticulas produzidas, quando utilizadas &cido estearico; blend de acido estearico:alcool
berrénico (1:1) e alcool berrénico como fase lipidica (n=6).
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Tabela 7. Influéncia da fase lipidica e surfactantes usados na produgdo das NLSs.

Fase lipidica Surfactantes Pdl Potencial zeta (mV)

-1 -1 0,173+ 0,010 -22,24+ 0,289

0 -1 0,321 +0,034 -32,24+0,551

+1 -1 0,187+ 0,022 -19,2+0,115

-1 0 0,215+0,012 21,5+ 0,379

0 0 0,276 £ 0,018 -33,1+0,252
+1 0 0,168 + 0,009 -14,9 £ 0,200

-1 +1 0,194 + 0,021 -23,5+ 0,200

0 +1 0,321 +0,34 -32,24+0,551
+1 +1 0,174 £ 0,018 -13,6 £ 0,173

A Figura 22 demonstra a superficie resposta dos experimentos de design fatorial das

NLSs ¢ a Figura 23 o diagrama de pareto dos efeitos padronizados para NLSs.

63




Figura 22. Superficie resposta dos experimentos de design fatorial das NLSs (a) didmetro hidrodindmico
médio (nm); (b) indice de polidispersidade (PdI); (c) potencial zeta em funcao das taxas de AE:AB (4cido
estearico: alcool berréni

co) e P407:FS (poloxamer 407: fosfatidilcolina de soja).
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Figura 23. Diagrama de pareto dos efeitos padronizados para NLSs (a) didmetro hidrodindmico médio
(nm); (b) indice de polidispersidade (PdI); (c) potencial zeta em funcdo das taxas de AE:AB (4cido
estearico: alcool berrénico) e P407:FS (poloxamer 407: fosfatidilcolina de soja).
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Os resultados obtidos demonstraram diferentes propriedades para as formulagdes de
NLSs. A Figura 22a demonstrou que os tensoativos utilizados nas diferentes proporgoes
exerceram baixa influéncia sobre o didmetro hidrodindmico das nanoparticulas obtidas.
Entretanto, em relacdo a fase lipidica, pode ser observado que o aumento do diametro
hidrodinamico médio foi proporcional a concentragdo de alcool berrénico, sendo que maiores
diametros foram obtidos quando as NLSs foram compostas apenas por alcool berrénico (Figura
22a). Porém, estudo estatistico realizado (Figura 23a) demonstrou que tanto os lipideos quanto
os tensoativos nao exerceram influéncia significativa para o diametro hidrodinamico médio das
nanoparticulas (p>0,05).

A distribui¢do do tamanho das particulas pode ser monomodal (apenas uma populacdo)
ou plurimodal (varias populagdes), monodispersa (estreita distribui¢do) ou polidispersa (ampla
distribuicao). Usualmente, os autores utilizam o indice de polidispersidade (Pdl) para se
referirem a distribuicdo do tamanho de particula, sendo que este indice varia de 0 a 1. Desta

maneira, valores menores do que 0,1 podem ser associados com alta homogeneidade na
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distribuicdo do tamanho das particulas, enquanto altos valores de PdI>0,5 sugerem ampla
distribui¢do do tamanho das particulas ou a presenca de mais de uma populacdo (GAUMET et
al., 2008; SCHWARZ et al., 1994). Desta maneira, pode-se verificar que as NLSs formadas
apresentam distribui¢cdo homogénea do tamanho das particulas, as quais apresentaram valores de
PdI 0,190 a 0,217 para todas as fases lipidicas e todas as propor¢des de tensoativos estudadas
(Figura 22b).

Na Figura 22b, verifica-se que tanto a fase lipidica quanto a proporgdo de tensoativos
influenciaram significativamente o indice de polidispersidade das nanoparticulas (p<0,05).

Varios fatores podem influenciar a distribui¢do do tamanho das particulas formadas,
como, por exemplo, a viscosidade da matriz lipidica e da solugdo aquosa, bem como a
metodologia de preparo e a temperatura utilizada no processo. Além disso, o pH do meio, a
concentracdo dos componentes da formulacdo e a presenca de material sedimentado também
podem exercer influéncias sobre o indice de polidispersidade (GAUMET et al., 2008).

Estes resultados podem ser relacionados com as diferentes viscosidades dos lipideos
utilizados, 4cido estearico (C;3H30;) e alcool berrénico (Cy,Hys0). O alcool berrénico pode
promover aumento da viscosidade da formulacdo, o qual pode ser ainda maior se houver a
associacao a polimeros (OLESEN et al., 1999). Com aumento da viscosidade da formulacao, ha
uma reducdo da eficiéncia do processo de homogeneizagdo, o que resulta em heterogeneidade
na distribuicdo do tamanho das particulas e aumento do seu didmetro hidrodindmico médio
(INNOCENTE et al., 2009; MEHNERT; MADER, 2001b) uma vez que a energia nio é
propagada homogeneamente por todo o volume de formulagdo. Osman e Atallah (2006)
observaram em seus resultados que o aumento da viscosidade em nanotecnologia ndo ¢ uma
consequéncia direta para o aumento no tamanho das particulas, mas sim para a presenga maior
de aglomerados e agregados, contribuindo para um aumento indireto do didmetro médio
(OSMAN; ATALLAH, 2006).

Miiller e colaboradores (1993) descreveram que, além da matriz lipidica, os pardmetros
de producgdo, a mistura de tensoativos e a viscosidade da fase aquosa poderiam influenciar a
distribuicdo do tamanho das nanoparticulas (MULLER et al., 1993). Deixando todos os outros
pardmetros constantes e variando apenas a composi¢ao da matriz lipidica, Jenning et al. (2000)
demonstraram que a utilizacdo da fase lipidica de menor viscosidade promoveu melhora no
processo de homogeneizagao do material, e entdo a viscosidade poderia exercer uma influéncia
sobre o tamanho das particulas. Os resultados obtidos pelos pesquisadores demonstraram que
adi¢do de um lipideo liquido com baixa viscosidade promovia melhora na distribuicdo do
tamanho de particula quando as nanoparticulas foram preparadas utilizando homogeneizador
incompletamente termorregulado, ou seja, apresentava pontos mais frios no processo. Porém,

essa melhora na distribuicdo ndo foi observada quando as amostras foram processadas com
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termorregulagdo mais alta (85°C durante todo o processo). Isso pode ser observado, uma vez
que a viscosidade dos lipideos utilizados, quando em temperaturas altas, se tornou similares
(JENNING et al., 2000).

Estudo conduzido por Hu e colaboradores (2005) verificou que a o acréscimo de acido
oleico, um lipidio liquido, nas nanoparticulas lipidicas contendo acido estearico, promoveu
redugdo da viscosidade do sistema e, consequentemente, reduziu o indice de polidispersidade,
sendo que a redugdo foi proporcional ao aumento da concentragdo de acido oleico na
formulagdo. Os resultados demonstrados sugerem que a adigdo de acido oleico na formulacdo
pode favorecer a formacdo de nanoparticulas, com distribuigdo de tamanho mais homogénea,
devido a redugdo do tamanho das particulas (HU et al., 2005).

A Figura 22c¢ demonstrou que diminuindo a razdo P407:FCS (aumentando as
porcentagens de fosfatidilcolina de soja) nas NLSs compostas por acido estedrico produz-se
significativamente NLS mais negativas (p<0,05). Porém, observa-se que conforme se aumenta a
concentracdo de alcool berrénico na formulacdo e, consequentemente, hd a reducdo de acido
estedrico, as particulas tornam-se significativamente menos negativas (p<0,05, Figura 22c).

Particulas com potencial zeta mais positivas que +30 mV ou mais negativas que -30 mV
sdo normalmente consideradas estdveis. Entretanto, os valores minimos para alcangar uma boa
estabilizacdo eletrostatica estdo entre 8 a 9 mV (ZIMMERMANN; MULLER, 2001). Embora
todas as formulagdes apresentem valores minimos de potencial zeta para a estabilizagdo
eletrostatica, verifica-se que a formulagdo composta apenas por acido estearico ¢ P407:FS na
concentracdo 3,3:1,4 foi a que apresentou melhores resultados em relagdo ao potencial zeta.

Os resultados do estudo demonstraram uma abordagem para a utilizagdo do design
experimental 2* na otimiza¢do da produgio de nanoparticulas lipidicas solidas, obtidas através
de sonicagdo. A formulagdo composta apenas por acido estearico e tensoativos P407:FS na
concentracdo 3,3:1,4 foi a que apresentou melhores resultados, com didmetros hidrodinamicos
médios menores, com indice de polidispersidade de aproximadamente, 0,200 e potencial zeta
médio de -26mV.

Desta maneira, de acordo com os resultados preliminares obtidos, a formulacdo
anteriormente desenvolvida F4, a qual apresentava em sua composi¢ao apenas o lipideo sélido
AE, FS e T80 como sistema tensoativo e P407 e glicerina como estabilizantes estéricos, foi
selecionada para a continuidade dos estudos, uma vez que foram significativamente mais
estaveis durante o periodo de analise. Essa formulagdo foi renomeada a F1. Além disso, foi
acrescido 0,45% de um tensoativo catidonico (brometo de cetiltrimetilamonio), a fim de produzir
nanoparticulas com carga superficial positiva com o objetivo de promover um direcionamento
para células tumorais, as quais possuem alta densidade de carga negativa devido a exposicdo de

fosfatidilserina (FS) na superficie das membranas celulares (CHAO et al.,, 2010; DUBE;
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BERTOZZI, 2005; RAN et al., 2002; SLIVINSKY et al., 1997). Essas formulagdes foram

entdo chamadas de F2. As estruturas quimicas dos componentes utilizados no preparo das

formulagdes estdo expressas na Figura 24.

A Tabela 8 mostra as formulagdes desenvolvidas e selecionadas para a realizacdo dos

demais ensaios.

Tabela 8. Formulagdes desenvolvidas.

Componentes (%)

F1 F1.RES F2 F2.RES

Acido estearico (AE) 5,0 5,0 5,0 5,0
Fosfatidilcolina de soja (FS) 1,2 1,2 1,2 1,2
Polissorbato 80 (T80) 3,5 3,5 3,5 3,5
Brometo de cetiltrimetilamonio (BC) - -—- 0,45 0,45
Poloxamer 407 (P407) 0,1 0,1 0,1 0,1
Glicerina (GLI) 0,15 0,15 0,15 0,15
trans-Resveratrol (RES) - 0,25 -—- 0,25
Fenoxietanol e Parabenos (Phenonip®)** 0,75 0,75 0,75 0,75
Etanol P.A. 1,25 1,25 1,25 1,25
Agua Milli-Q gsp40,0mL  gsp40,0mL  qsp 40,0 mL  gsp 40,0 mL

*qsp — quantidade suficiente de veiculo para atingir a quantidade total de formulag@o.

**Conservante microbioldgico inserido na formulagdo apods o preparo e centrifugacdo para remog¢do do

titanio.
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Figura 24. Estrutura quimica dos componentes utilizados para o preparo das formula¢des, sendo que A.
acido estedrico; B. fosfatidilcolina de soja; C. polissorbato 80; D. brometo de cetiltrimetilamoénio; E.
po'oxamer 407 e F. glicerina.
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O AE ¢ um lipideo que constitui a lamela presente entre os corneocitos (MUKHERJEE
et al., 2010). Por isso, o acido estearico tem sido muito utilizado para o preparo de formulacdes
para a aplicagdo topica. Um estudo publicado por KHALIL et al. (2000) demonstrou que cremes
preparados com AE reduzem a gravidade e a progressdo de lesdes cutdneas em comparagdo com
areas lesionadas nao tratadas, com 57% de reducdo dos escores de lesao.

RIGON et al. (2016) compararam a permeacdo de RES quando veiculado em NLSs
compostas por AE como lipideo solido e P407, como tensoativo, sendo acrescida a esta
formulagdo a fosfatidilcolina de soja. O resultado demonstrou que a formulagéo acrescida de FS
apresentou menor permeacdo do RES, o que é desejavel na terapia antitumoral do melanoma.

Como descrito anteriormente, o T80 e a glicerina promovem a formacdo de
nanoparticulas mais estaveis ao longo do tempo apds armazenamento.

O BC, tensoativo catidnico que conferem carga positiva na superficie das NLSs,
promove uma ligacdo através da interacdo eletrostatica com as cargas negativas dos grupos de
fosfolipideos preferencialmente expressos nas células endoteliais tumorais (BYRNE et al.,
2008; KRASNICI et al., 2003; RAN et al., 2002).

As formulagdes foram sonicadas durante 20 minutos (18,75 pm de amplitude, o que
corresponde a 25% da capacidade do equipamento, e 14-19 W de poténcia, para a probe de "'%),

utilizando banho de gelo durante o preparo e centrifugadas para a remocgédo do titdnio que pode
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ser desprendido no processo de sonicagdo (Figura 25). Apds, as formulacdes foram
caracterizadas, empregando a determinacdo do didmetro médio, da polidispersidade e do

potencial zeta, os quais estdo descritos no item 5.2 e 5.3, respectivamente.

Figura 25. NLSs apos centrifugacdo para a remogdo do titanio.

4.2 Diametro medio das NLSs

Ap0s preparadas, as formulacdes foram analisadas quanto ao didmetro hidrodinamico
médio das particulas dispersas e a polidispersidade das mesmas. A Figura 26 descreve os
resultados referentes as formulacdes desenvolvidas e analisadas 24 horas apds o preparo e apds
armazenamento (4°C) por 90 dias (T1, T7, T15, T30, T60 e T90). Os resultados foram tratados
estatisticamente pela andlise de varidncia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida por
comparagdes multiplas pelo método de Tukey, para os dados paramétricos, e pelo teste
Friedman, seguidas pela Concordancia do Coeficiente de Kendall, para os dados nao

paramétricos. O nivel de significancia adotado foi o = 0,05.
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Figura 26. Diametro hidrodindmico médio (nm) e indice de polidispersidade (PdI) das formulacdes
selecionadas, durante o periodo de armazenamento a 4°C (T1, T7, T15, T30, T60 e T90), sendo: A) F1;

B) F1.RES; C) F2 ¢ D) F2.RES.
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significativas (p<0,05).

A Figura 27 demonstra a distribuicdo do tamanho das particulas de acordo com sua

intensidade, apos 24 horas do seu preparo e ao final do periodo de armazenamento de 90 dias

em geladeira (4 = 2°C).
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Figura 27. Distribui¢do do tamanho das particulas por intensidade (%) nos tempos T1 e T90 dias, das
formulagdes armazenadas a 4°C, sendo: A) F1; B) F1.RES; C) F2 e D) F2.RES.
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Verificou-se que as formulacdes acrescidas de RES (F1.RES) apresentaram aumento
significativo do didmetro hidrodindmico médio (p<0,05) quando comparadas com as
formulagdes sem o farmaco (F1), possivelmente pelo fato do farmaco participar da estruturagao
lipidica da nanoparticula, sendo que os didmetros hidrodindmicos médios obtidos foram de
195,0 = 3,34 nm e 241,3 + 48,33 nm para F1 e F1.RES, respectivamente. O mesmo foi
observado em um estudo conduzido por SOARES et al. (2013), em que os autores afirmaram
que houve aumento do didmetro hidrodindmico médio de NLSs, ap6s acréscimo da quantidade
de insulina na formulagdo, o que pode indicar encapsulamento da insulina, bem como adsor¢do
da mesma na superficie da particula.

Porém, para as formulag¢des acrescidas de BC ndo foram observados o mesmo evento,
uma vez que nao houve alteragéo significativa (p<0.05) no didmetro hidrodindmico médio apos
a formulagdo F2 ser acrescida de RES (F2.RES), sendo que os valores obtidos foram de 159,15
+4,78 e 158,25 £ 33,92 nm para F2 e F2.RES, respectivamente.

HELGASON et al. (2009) demonstraram que a reducdo da tensdo interfacial pode ser
alcangada utilizando-se elevadas concentragdes de tensoativo. Desta maneira, as NLSs
originadas podem apresentar comportamento cristalino alterado com reduzidas modificagdes em
suas formas. Isso poderia explicar a redu¢do do didmetro hidrodindmico médio das NLSs
produzidas com o tensoativo cationico (formulagdes F2 e F2.RES) quando comparada com as

formulagdes F1 e F1.RES, 24 horas ap6s sua producao.
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A formulagdo F1 permaneceu estavel em relagdo ao didmetro médio hidrodindmico
durante 60 dias de armazenamento em geladeira (4 = 2°C). Ap6s a adigdo de RES, houve
aumento desta estabilidade para 90 dias. O mesmo foi observado para as formulagdes acrescidas
de BC. Verificou-se que a formulagdo F2 ndo foi estavel, uma vez que apo6s 7 dias de
armazenamento ja podia ser evidenciado aumento significativo no didmetro hidrodindmico
médio. Porém, apés acréscimo do RES (F2.RES), houve manutengdo do diametro
hidrodinamico médio até 30 dias de armazenamento em geladeira (4 = 2°C).

Tensoativos cationicos, como, por exemplo, os quaternarios de amonio, s3o comumente
utilizados para controlar a carga superficial das particulas, assim como a hidrofibicidade de
dispersdes aquosas (BINKS; WHITBY, 2005). O BC, um tensoativo cationico normalmente
utilizado em preparagdes farmacéuticas coloidais nanoestruturadas, sendo utilizado com o
intuito de promover carga superficial positiva as nanoparticulas e um possivel direcionamento
para células tumorais através de interagdes ndo especificas, como, por exemplo, afinidade
eletrostatica (SAKAMOTO et al., 2010a). Porém, o acréscimo de BC na formulagao (F2)
promoveu a formagdo de nanoparticulas instaveis quando comparadas com a formulagdo que
nao continuam BC (F1), conforme demonstrado na Figura 26A e C.

Verifica-se na Figura 26A que a formulagdo sem BC (F1) apresentou manutengdo no
indice de polidispersidade ao longo do tempo, demonstrando homogeneidade na distribuicdo
das populacgdes de particulas formadas. O mesmo nao foi evidenciado na formulagdo acrescida
de BC (F2), podendo ser evidenciado na Figura 26 um aumento significativo no indice de
polidispersidade. Na Figura 27C, esse aumento no indice de polidispersidade pode ser
demonstrado pelo alargamento da banda de tamanho (nm), sendo evidenciada redugdo da
intensidade (%) de particulas com didmetro hidrodindmico médio em torno de 150 nm, valor
inicialmente obtido pela F2 no T1, e aumento da intensidade (%) em particulas de 1000 nm,
apos armazenamento de 90 dias.

Verifica-se na Figura 26A ¢ B, que para as formulagdes F1 ¢ F1.RES (sem BC) o PdI
mantém-se durante o periodo de armazenamento em torno de 0,20, sugerindo se tratar de
sistemas coloidais homogeneamente dispersos (BARBOSA et al., 2013; MARCATO et al.,
2011; MULLER et al., 2002). J4 para as formulagdes F2 e F2.RES (Figura 26C e D), que
apresentaram inicialmente Pdl menores do que 0,2, o que poderia ser um indicativo de
formulagdes mais estaveis, ndo houve manuten¢do do PdI durante o periodo de armazenamento.
Desta maneira, pode-se correlacionar a manutengdo da estabilidade do diametro hidrodindmico
médio das formulagdes com a manutengdo do Pdl. Assim, formulagdes com manutencao do Pdl
apresentam também manutencdo do didmetro hidrodinamico médio (GAUMET et al., 2008;

ZAMBAUX et al., 1998).
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A baixa polidispersdo mostra a produ¢dao de um sistema homogéneo, o que reduz o
envelhecimento de Ostwald, mecanismo pelo qual moléculas da fase dispersa migram das
particulas menores para as maiores (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012). Isso se deve
possivelmente pelo efeito sinérgico dos tensoativos utilizados, como, por exemplo, a utilizagdo
de fosfolipidios (fosfatidilcolina de soja) na fase lipidica e o poloxamer 407 (estabilizante
estereoquimico) e tensoativo polissorbato 80 na fase aquosa externa (CHEN et al., 2006;

HELGASON et al., 2009).

4.3 Potencial zeta das NLSs

A Figura 28 descreve os resultados obtidos para a analise do potencial zeta (mV) para as
formulagdes desenvolvidas, assim como para o didmetro hidrodindmico médio (nm) e o indice
de polidispersidade. Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA) para medidas repetidas, seguida por comparagdes multiplas pelo método de Tukey,
para os dados paramétricos e pelo teste Friedman, seguidas pela Concordancia do Coeficiente de

Kendall, para os dados ndo paramétricos. O nivel de significancia adotado foi (o= 0,05).
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Figura 28. Potencial zeta (mV) das formulagdes selecionadas, durante o periodo de
armazenamento a 4°C (T1, Ty, Tis5, T30, T60 e T9o), sendo: A) F1; B) F1.RES; C) F2 e D)
F2.RES.
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Verificou-se que as formulagdes selecionadas apresentam potencial zeta (mV) maiores
que = 20 mV, o que garantiria boa estabilizagdo eletrostatica, sendo que as formulagdes F1,
F1.RES, F2 e F2.RES apresentaram potencial zeta igual a -25,5 = 1,01; -26,0 £ 1,67; 30,6
1,13 e 30,0 = 1,85, respectivamente, havendo manutencdo durante o periodo de armazenamento.
Além disso, todas as formulagdes apresentam em sua composicdo o P407, um estabilizante
estérico, o que também contribuiria para a estabilizagdo das NLSs.

Apods acréscimo de BC nas formulagdes (F2 e F2.RES), pode ser evidenciada a
formagdo de nanoparticulas com carga superficial positiva.

A molécula de RES apresenta trés grupos fenolicos, os quais sdo responsaveis pela sua
acdo antioxidante (WALLE et al., 2004). Os grupamentos fenolicos apresentam caracteristicas
acidas (BOEHM, 2002; PUZIY et al., 2002), o que poderia contribuir para a mudan¢a do

potencial zeta das nanoparticulas apos a adi¢do do RES, caso pelo menos uma fragdo das
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moléculas do RES estivesse presente na superficie das nanoparticulas (ZUR MUHLEN et al.,
1998). Nao foram observadas alteragdes significativas no potencial zeta das formulagdes
acrescidas de RES quando comparado com as formulagdes sem o farmaco, o que pode sugerir

que o farmaco encapsulado encontra-se no interior das particulas formadas.

4.4 Microscopia de For¢ca Atomica das NLSs

A técnica de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) teve inicio na década de 1980 e
baseia-se no arraste de uma sonda com um ¢ip extremamente fino pela amostra, promovendo a
formacdo de imagens em trés dimensdes com resolucdo de até 0,01 nm (MARCATO, 2009). A
AFM tem sido muito empregada para avaliar tamanho e morfologia de NLSs, uma vez que ¢
uma técnica capaz de detectar e caracterizar populacdes heterogéneas (SEETAPAN et al.,
2010).

A Figura 29 demonstra fotomicrografias das formulagdes desenvolvidas por AFM. A

Tabela 9 demonstra a distribuicdo dos diametros das particulas obtidas nas analises de AFM.

Figura 29. Fotomicrografias das formula¢des selecionadas analisadas por microscopia de forca atdmica
apos 24 horas de preparo, sendo: A) F1; B) F1.RES; C) F2 ¢ D) F2.RES.
A B
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Tabela 9. Didmetro médio (nm) das formulagdes selecionadas, durante o periodo de armazenamento a
4°C (T1), através de AFM.

Diametro médio (nm)

F1 126,90 = 17,15
F1.RES 119,30 £ 93,20

F2 74,05 + 32,05
F2.RES 161,47 £56,72

As imagens demonstram que ambas as formulagdes apresentaram a formacdo de
estruturas em escala nanométrica, sendo que as formulagdes sem BC (F1 e F1.RES)
apresentaram morfologia anisométrica ovalada, ao passo que as formulagdes acrescidas de BC
(F2 e F2.RES) apresentaram a formacao de estruturas com morfologia esférica.

A morfologia de uma nanoparticula lipidica depende da composicao da dispersdao, bem
como das formas polimoérficas dos nanocristais. Formas polimorficas o sdo menos anisométricas
do que as formas polimorficas mais estaveis f (BUNJES, 2011).

Particulas com formatos esféricos podem oferecer um maior potencial controlador da
liberacdo do farmaco, além de protecdo ao fArmaco incorporado por promover contato minimo
com o ambiente aquoso, bem como maiores caminhos de difusdo quando comparado com
particulas de outros formatos. Formas esféricas ainda necessitam de menores quantidades de
agentes estabilizantes de superficie, por causa da sua pequena area superficial. Todavia,
particulas com formas anisométricas podem apresentar vantagem quando substancias ativas sdo
incorporadas na camada de tensoativos ou adsorvidas na superficie das particulas. A morfologia
das particulas exerce influéncia sobre a carga de superficie e as caracteristicas de liberagdo do
farmaco a partir de NLSs (KUMAR; RANDHAWA, 2013).

Verificou-se ainda na Figura 29D, a sobreposi¢do de particulas na superficie das esferas,
o que pode ser um indicativo de deposi¢do de farmaco na superficie das nanoparticulas.

Para ambas as formulagdes, a adigdo de RES ndo ocasionou alteragdo na morfologia das
particulas inicialmente formadas.

A Tabela 9 demonstra os valores dos didmetros médios das nanoparticulas obtidos
durante a analise de AFM. Pode-se verificar que os valores obtidos sdo menores do que os
valores encontrados nas analises de DLS, os quais estdo descritos na Figura 26, com excegao
apenas da F2.RES. Este resultado jé era esperado, uma vez que a técnica de DLS mensura o
didmetro hidrodinamico das nanoparticulas, o que inclui uma camada de polimero e sua
hidratacdo ao redor da particula formada, ao passo que a microscopia avalia amostras secas

(HOO et al., 2008; KITTLER et al., 2010).

77°




4.5 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC) das NLSs

Analises de calorimetria diferencial exploratoria (DSC) foram conduzidas para
caracterizar o polimorfismo e o grau de cristalinidade das NLSs.

A Figura 30 apresenta a curva DSC das matérias-primas utilizadas para o preparo das
nanoparticulas lipidicas so6lidas, bem como a curva das formulagdes desenvolvidas sem e com a
incorporagdo de RES. Foram realizados ciclos de aquecimento para verificar a fusdo e a
desidratacdo das amostras. Na Tabela 10 estdo demonstradas as temperaturas de pico de fusdo,
além das entalpias esperadas, as quais foram obtidas através de calculos de acordo com a
composi¢ao das NLSs e as entalpias obtidas das curvas DSC dos componentes utilizados, bem

como das NLSs selecionadas, com e sem RES.

Figura 30. Termograma de aquecimento das matérias-primas utilizadas no preparo das NLSs e das
formulagdes selecionadas.
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Tabela 10. Valores da temperatura dos picos (°C), das entalpias esperadas e obtidas do ensaio DSC das
matérias-primas utilizadas e das formulagdes desenvolvidas.

Amostras Tpico (°C) AHesperado AHobido
AE 60,75 - 176,10
BC 104,58 - 147,90
T80 -13,53 - 44,52

Glicerina - - -
FC - - -

P407 57,61 - 126,30

Phenonip® 271,31 - 356,60
RES 266,47 - 236,30
F1 54,30 123,02 53,55

F1.RES 55,25 125,61 66,17
F2 53,12 124,24 63,51
F2.RES 53,46 126,48 105,07

Transformagdes polimoérficas sdao frequentemente observadas em componentes lipidicos
de cadeias longas, como, por exemplo, o 4cido estearico (SEVERINO et al., 2011). Verifica-se
na Tabela 10 que o acido estedrico apresentou ponto de fusdo de 60,75° C. Este resultado
aproxima-se dos resultados encontrados na literatura, que ¢ de, aproximadamente, 68° C
(KARAIPEKLI et al., 2007).

O evento endotérmico encontrado para o brometo de cetrimonio foi em 104,58° C. Ja
para o polissorbato 80 (T80) e para o conservante microbioldgico, os pontos de fusdo foram de
-13,53° C e de 271,31° C, respectivamente, conforme demonstrados na Tabela 10.

Verificou-se que a fosfatidilcolina de soja durante o aquecimento ndo apresentou pico
de fusdo (Figura 30A). Isto ocorre possivelmente pelo fato da fosfatidilcolina ndo apresentar
ponto de fusdo aparente. Além disso, quando ndo se observa pico de fusdo na curva de DSC,
provavelmente a substancia encontra-se em maior propor¢do no estado amorfo (CIDES et al.,
2006). O mesmo pdde ser observado para a glicerina.

A curva de DSC do poloxamer 407 (Figura 30A) apresentou evento endotérmico de
fusdo em 57,61 °C. Um estudo verificou que o poloxamer 407 pode reduzir picos endotérmicos
de algumas substancias, pois 0 mesmo pode solubiliza-las e o pico endotérmico deixa de existir
na curva de DSC das formulagoes, indicando a forma amorfa (NEPAL et al., 2010).

O trans-resveratrol apresentou ponto de fusdo de 266,47° C. Esse valor corresponde ao

valor encontrado por KIM et al. (2012b), que foi de 267,6° C.
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Verifica-se na Tabela 10 que todas as formulagdes apresentaram redugdo na temperatura
de fusdo dos componentes. Esta diminuigdo no ponto de fusdo pode ser atribuida a reducao da
cristalinidade ocasionada pela taxa de nucleagdo rapida, o que promove a formagdo de cristais
imperfeitos. A diminui¢do no ponto de fusdo pode ser atribuida ainda a reducdo do tamanho das
particulas para a formagdo de sistemas nanoestruturados, tal como explicado pela equagdo de
Gibbs-Thomson. A equagao se refere a observacao de que pequenos cristais estdo em equilibrio
com sua massa fundida liquida, podendo-se prever uma relagdo linear entre a depressdo do
ponto de fusdo e o inverso da dimensdo das particulas (KIM et al., 2012b; SUN; SIMON,
2007).

Nos termogramas referentes as formulagdes F1.RES e F2.RES (Figura 30B) ndo ¢
evidenciado o pico endotérmico referente ao RES. Este fendmeno pode ser devido ao fato de
que nas formulagdes, o RES encontra-se em maior propor¢do no estado amorfo do que no
estado cristalino ou o acido estedrico e os demais estabilizantes, por apresentarem pontos de
fusdo menores que do que o RES, poderiam dissolvé-lo, impedindo a verificacdo de seus
estados cristalinos (NEWA et al., 2007; VAGHASIYA et al., 2013).

Verifica-se na Tabela 10 que todas as formulagdes apresentaram reducdo da entalpia
obtida em relacdo as entalpias esperadas, sendo que os valores de entalpia esperada para as
formulagdes F1, F1.RES, F2 ¢ F2.RES foram de 123,02, 125,61, 124,24 ¢ 126,48 J/g,
respectivamente, e as entalpias obtidas foram de 53,55, 66,17, 63,51 e 105,07 J/g,
respectivamente, o que demonstra a interagdo desses componentes na formagao dos sistemas.
Além disso, pode ser observado que as formulagdes F1 e F2 apresentaram aumento na entalpia
obtida apds a adi¢ao de RES, de 53,55 J/g para 66,17 J/g (F1.RES) e de 63,51 J/g para 105,07
J/g (F2.RES), demonstrando a interagdo de RES na formacao do sistema (VAGHASIYA et al.,
2013).

4.6 Valida¢do da metodologia analitica para a quantificagdo de RES em NLSs

4.6.1 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia de demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra. A Figura 31
demonstra a curva analitica do RES.

Segundo a RDC 899/2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (1)
da curva analitica ¢ de 0,99 (BRASIL, 2003), sendo obtido um valor médio de 0,9982 no
experimento. A curva obtida demonstrou que os resultados da metodologia analitica sdo

diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra.
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Figura 31. Curva analitica do RES por espectroscopia UV-VIS.
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4.6.2 Precisdo
A Tabela 11 mostra os resultados obtidos da repetibilidade do método, a qual foi
verificada pela analise de 3 concentragdes (1, 10 e 20 ug/mL), em triplicata (n=3) de cada

concentracao, em 3 dias diferentes.

Tabela 11. Resultados da avaliag@o da precisdo para a repetibilidade (precisdo intra-corrida).

Absorbancia
1° Dia 2° Dia 3° Dia
1 10 20 1 10 20 1 10 20
pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL
n=1 0,17858 0,75026 1,5114 0,30945 1,2802  2,4354 0,0966 1,0154  2,0622
n=2 0,18532 0,7709  1,5094 0,31295 11,2944 24633 0,10122 1,0238  2,0705
n=3 0,18158 0,73792 11,5468 0,31913 1,2799  2,4379 0,10142 1,0503  2,0864

Média 0,18158 0,75026 11,5114 0,31295 1,2802 2,4379 0,10122 1,0238  2,0705
Desvio padrao 0,003377 0,016663 0,021039 0,004901 0,008286 0,015437 0,002727 0,018215 0,012297
DPR 1,859656 2,220985 1,392042 1,566206 0,647269 0,633212 2,69406 1,779202 0,593929

A Tabela 12 mostra os resultados obtidos da precisdo intermedidria do método, a qual
foi verificada através da analise de 3 concentracdes (1, 10 e 20 pg/mL) em triplicata (n=3) de

cada concentragao em 3 dias diferentes.
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Tabela 12. Resultados da avaliag@o da precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas).

Absorbancia

1 pg/mL 10 pg/mL. 20 pg/mL

0,18158 0,75026 1,5114

0,31295 1,2802 2,4379

0,10122 1,0238 2,0705

Média 0,18158 1,0238 2,0705
Desvio padrao 0,003377 0,016663 0,015437
DPR 1,859656 1,62758 0,745572

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

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

4.6.3 Exatidao
A Tabela 13 mostra os resultados obtidos da recuperacdo do método, a qual foi
verificada através da andlise de 3 concentragdes (1, 10 e 20 pg/mL) em triplicata (n=3) de cada

concentracao.

Tabela 13. Resultados da avalia¢do da exatidao.

Concentracio tedrica 1 pg/mL 10 pg/mL 20 pg/mL
Concentragdo experimental (ug/mL) 0,99 + 0,03 9,77+ 0,18 20,15+0,13
Exatiddo 101,15+3,14 98,33+1,80 100, 86+ 0,61

* Através da equacgdo da reta (y = 0.1009x + 0.0377) determinou-se a concentragdo experimental.

A exatiddo obtida na avaliagdo do método é adequada (90 - 110 %), podendo atribuir ao
método analitico alto grau de concordancia entre os resultados quando realizados sob as mesmas

condi¢des experimentadas neste estudo.

4.6.4 Limite de Quantificagdo (LQ) ¢ Limite de Deteccao (LD)

Os valores calculados para o limite de detec¢do e de quantificagdo demonstram alta
sensibilidade e especificidade do método para a determinagdo do trans-resveratrol. De acordo
como a curva analitica, o LD e LQ encontrados foram 2,29 pg/mL e 7,65 pg/mL,

respectivamente.
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4.6.5 Robustez
A robustez foi verificada através da analise de uma solugdo de RES na concentracdo de

15 pg/mL, em triplicata (n=3), e os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados da robustez do método analitico para a quantificagdo do RES

Parametros Exatidao DPR

300 nm 100,24 + 1,86 1,85

Comprimento de onda 306 nm 106.47 + 1,99 1,87
312 nm 104, 60 + 1,99 1,90

Marca do etanol utilizado Synth 107,35+ 1,05 0,98

De acordo com a Tabela 14 verifica-se que alteracdes nos pardmetros encontram-se
dentre os valores permitidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, que ¢ de £ 10%

para exatiddo e 5% para DPR (BRASIL, 2003) Assim, o método pode ser considerado robusto.

4.7 Estudo da eficiéncia de encapsulagdo do RES presente nas NLSs

Realizou-se inicialmente a ultrafiltracdo, ultilizando 2 tipos de membrana Amicon Ultra 4
(Celulose regenerada, 100.000 MWCO, Millipore, Billerica, USA) e a Vivaspin® 2 Centrifugal
Concentrator (Celulosetriacetato (CTA), 10.000 MWCO, GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Suécia). Para este teste, uma solucdo de RES a 5 pg/mL foi preparada, a qual foi filtrada e o
separado foi analisado por espectrofotometro a 306 nm. Os resultados obtidos foram
comparados com os resultados das leituras da solugdo sem sofrer o processo de centrifugacdo. A
metodologia analitica para a quantificacdo do RES por espectroscopia foi validada e publicada
na dissertacdo de mestrado (RIGON, 2013). Os resultados da analise estdo demonstrados na

Tabela 15.

Tabela 15. Analise do filtrado obtido por ultrafiltracdo para ensaio de eficiéncia de encapsulagdo (n=3).

Concentracio Concentracio Concentracio recuperada
tedrica aferida Amicon Ultra 4 Vivaspin® 2
5,0 ug/mL 5,49 + 0,06 2,10£0,03 0,14 £ 0,002

Verificou-se que o método de separacdo ndo foi eficaz, pois houve retengdo do RES em
ambas as membranas testadas, sendo que na membrana Vivaspin® 2 a retengéo foi maior que da

Amicon Ultra 4.
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Assim, a metodologia testada ndo apresentou resultado satisfatorio para ser utilizado para
a separagdo do RES encapsulado do RES livre nas NLSs, ndo sendo possivel a quantificagdo ¢ a
analise da eficiéncia de encapsulagao utilizando essa metodologia.

Uma alternativa que poderia ser utilizada para avaliar a eficiéncias de encapsulacdo do
RES nas formulagdes desenvolvidas foi a utilizacdo da separagdo do RES livre por
cromatografia de exclusdo de tamanho, utilizando uma coluna de vidro empacotada com
Sephadex G-50.

Assim, apos o preparo das NLSs contendo RES realizou-se analise cromatografica por
exclusdo de tamanho, empregando como fase estacionaria o Sephadex G-50, com o objetivo de
se determinar a eficiéncia de encapsulagdo do RES. Desta maneira, buscou-se a separacdo de
NLS contendo o RES encapsulado daquelas fracdes contendo apenas o RES livre. Apds, as
fragdes separadas foram analisadas por espectrofotometria UV-Vis em 306 nm (farmaco RES) e
em 410 nm (espalhamento), para deteccdo do RES livre e encapsulado, respectivamente. A
eluicdo foi realizada apds 24 horas da obtencao das NLS.

As andlises das fragdes de NLS contendo RES encapsulado e das fragdes contendo o
RES livre das dispersoes estdo descritas nas Figuras 32 a 34.

Figura 32. Analise das fragdes de NLS sem o farmaco por espectrofotometria em 306 nm e em 410 nm
apos analise cromatografica por exclusido de tamanho.
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Verificou-se na Figura 32, que apos a elui¢do da formulagdo sem RES ha a presenca de
um pico de absorbancia entre as fragoes 16 a 24, demonstrando que algum componente da

formulagao poderia apresentar eluicao diferente das dispersdes de NLSs formadas.
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Figura 33. Andlise das fragdes de NLS contendo RES encapsulado e das fragdes de RES livre por
espectrofotometria em 306 nm e em 410 nm apds analise cromatografica por exclusdo de tamanho da
formulagdo F1.RES.
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Figura 34. Analise das fragdes de NLS contendo RES encapsulado e das fragdes de RES livre por
espectrofotometria em 306 nm e em 410 nm apds analise cromatografica por exclusdo de tamanho da
formulagdo F2.RES.

5
-~ 306 nm
44 - 410 nm
8
o
& 37
Ne]
=
° 2_
8 Interferente analitico
<
14
0-

40
Fracoes

Pelas Figuras 33 e 34, verificou-se que o pico de absorbancia observado na analise das
fragoes das formulagdes sem o farmaco (Figura 32) interfere na separa¢do do RES livre para
ambas as formulagdes analisadas por cromatografia por exclusdo de tamanho (F1.RES e
F2.RES). Desta maneira, o calculo da concentracdo de RES livre estava maior do que a
concentracdo utilizada no preparo das dispersoes.

Por esse motivo, buscou-se a utilizagdo de outra metodologia para a separacdo das
NLSs contendo RES encapsulado do RES livre (item 3.2.6).

Assim, a eficéncia de encapsulagdo (EE%) e a capacidade de carga (CC%) do RES

foram quantificados indiretamente através da quantidade do RES (ug/mL) existente fora das
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NLS de acordo com metodologia analitica validada, descrita anteriormente (equagdo da reta
obtida foi y = 0.1009x + 0.0377 e R = 0.9982).

A Tabela 16 demonstra os resultados obtidos para o ensaio de eficiéncia de
encapsulacdo (EE%), 24 horas apds o preparo das formulagdes e apés 30 dias de

armazenamento.

Tabela 16. Eficiéncia de Encapsulagdo (EE%) e capacidade de carga (CC%) do trans-resveratrol nas
NLSs ap6s armazenamento em geladeira (4° C) (média + desvio padrio, n=3).

Eficiéncia de Encapsulacio (%) Capacidade de Carga (%)

T1 T30 T1 T30
F1.RES 46,76 £ 1,61%*  52,77+4,91° 2,33+0,08%° 2,66 +0,25°
F2.RES 38,62+£9,28%* 55,60+ 1,54° 1,94 +0,47%¢ 2,79 +0,07°

Verificou-se na Tabela 16 que a formulacdo F1.RES apresentou porcentagem de
eficiéncia de encapsulagdo significativamente igual a formulagdo F2.RES, no tempo 24 horas.
Também ndo ha diferenga significativa entre a EE(%) nos tempos 24 horas e 30 dias. Desta
maneira, aproximadamente, 50% do RES utilizado na formulacéo est4 encapsulado no sistema.

Hé uma relag@o inversamente proporcional entre o coeficiente de particdo do farmaco e
a liberagcdo do mesmo. Farmacos com alto coeficiente de parti¢do apresentam baixa liberagcao do
farmaco, o que resulta em baixa expulsdo do firmaco da matriz lipidica. Além disso, baixa
expulsdo do farmaco pode ser observada também quando o mesmo estd homogeneamente
disperso na matriz lipidica (UNER; YENER, 2007). Estudo conduzido por GARDOUH et al.
(2013) demonstrou que a glicerina pode retardar a expulsdo do farmaco de nanoparticulas
lipidicas s6lidas, por contribuir para o aumento da viscosidade da fase aquosa do sistema. Desta
maneira, o fato das formula¢des ndo apresentarem mudangas significativas na EE% do RES,
pode-se ser atribuido a baixa expulsdo do RES da matriz lipidica, o que demonstra eficiente
encapsulamento do RES. Além disso, o efeito burst é reduzido com o aumento do tamanho da
particula, o que promove a liberacdo sustentada do farmaco. Os resultados de diametro
hidrodinamico médio demonstraram que a formulagdo F1 apresentou aumento no tamanho da
particula apds a adi¢do do RES (F1.RES), o que poderia contribuir para a redugdo do efeito
burst de liberacdo do farmaco.

A capacidade de carga (CC%) permite correlacionar a quantidade de farmaco
encapsulado na NLS em fun¢do da quantidade de lipidio presente na formulacdo (GARDOUH
etal., 2013).

Tanto a EE% quanto a CC% estao relacionados com as propriedades fisico-quimicas do

farmaco, bem como a interacdo deste com o lipideo. Dentre os principais fatores descritos na

86e




literatura para que se obtenha adequada EE% e CC% estdo: solubilidade do farmaco no lipideo,
miscibilidade entre farmaco e lipideo, estrutura fisico-quimica da matriz lipidica e polimorfismo
da matriz lipidica (MULLER et al., 2000b; SOUTO et al., 2011).

Moléculas lipidicas com configuragdes termodindmicas na forma polimoérfica a sdo
consideradas mais instaveis, o que permite um maior encapsulamento de farmaco, por
possuirem um empacotamento menos rigido; desta maneira, permitem elevada capacidade de
carga. Porém, sdo necessarias estratégias preventivas durante o armazenamento para evitar que
formas polimorficas instaveis se transformem em formas polimoérficas mais estaveis (forma
polimorfica ) (SOUTO et al., 2011).

A incorporagdo de farmacos utilizando a capacidade de carga ¢ usualmente de 1 a 5%.
Porém, ja foi demonstrado em estudo conduzido por WESTESEN et al. (1997), que ubiquinona
encapsulada em nanoparticulas lipidicas solidas apresentou capacidade de carga de até 50%.

O pré-requisito para obter-se uma capacidade de carga suficiente ¢ a alta solubilidade do
farmaco no lipideo fundido. A solubilidade do farmaco no lipideo fundido pode ser aumentada
através da adicao de solubilizantes (ATTAMA et al., 2012).

Um estudo conduzido por HU et al. (2005) avaliou a influéncia da presenca de lipideo
liquido, o acido oleico, na eficiéncia de encapsulacdo e na capacidade de carga em NLSs e
carreadores lipidicos nanoestruturados (NCLs), os quais foram produzidos utilizando &cido
estearico como lipideo solido. Os resultados obtidos pelos autores demonstraram que a
eficiéncia de encapsulacdo aumentou de 47,67 para 69,95% e a capacidade de carga aumentou
de 2,30 para 3,50% quando a porcentagem de acido oleico aumentou de 0 para 30%,
respectivamente. Os resultados obtidos pelos autores em relagdo as NLSs (sem a adigdo de
acido oleico) corroboram com os resultados encontrados (Tabela 16), com EE% proximos a
50% e CC% em torno de 2,50%.

JENNING et al. (2000), JENNING; GOHLA (2001) e SOUTO et al. (2004) reportaram
que ao adicionar lipideo liquido nas preparacdes de nanoparticulas lipidicas sélidas, a ordenagdo
massiva dos cristais sofrem desordenacdo, o que resulta em imperfeigdes na matriz lipidica,
garantindo espago para acomodar as moléculas de farmaco, aumentando a capacidade de carga e

a eficiéncia de encapsulamento.

4.8 Penetracdo cutdnea in vitro das NLSs em pele de suinos
A Figura 35 demonstra a penetragdo de Rhodamina PE veiculado em base galénica O/A
anidnica e em NLSs contendo ou ndo RES encapsulado em modelos de pele suina ap6s 6 horas

de tratamento.
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Figura 35. Penetragdo das NLSs. Rhodamine PE encapsulado em emulsdo O/A e em NLSs aplicada nos
modelos de pele de suinos durante 6 horas.
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Pode-se verificar na Figura 35 que todos os tratamentos apresentaram actimulo do
fluor6foro Rhodamina PE nas camadas superiores da pele suina, sendo observado maior
acumulo no estrato corneo. Verifica-se que tanto o creme, quanto a formulagcdo F1, ndo
apresentaram penetracdo das mesmas pelas camadas viaveis da epiderme. Porém, quando a F1
continha encapsulado o RES (F1.RES), a mesma foi capaz de alcancar camadas mais profundas
das pele, como a derme. J4 as formulagdes cationicas (F2 e F2.RES) foram capazes de atingir as
camadas viaveis da pele. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos por CHEN
et al. (2012), que avaliaram a mudanga da permeagdo percutdnea de farmacos encapsulados em
nanoparticulas com diferentes cargas superficiais, tais como: cationica, anidnica ¢ neutra. Os
resultados desses pesquisadores demonstraram que a carga superficial das nanoparticulas
lipidicas apresenta grande influéncia sobre a permeagédo cutanea de farmacos, sendo que a carga
superficial cationica atuou como um promotor da permeacdo cutdnea de farmacos.

Varios estudos tem demonstrado o aumento da permeacdo cutanea de farmacos quando
0s mesmos estdo encapsulados em sistemas com carga superficial cationica (ASHTIKAR et al.,
2016; MAHOR et al., 2007, SHAH et al., 2015). Moléculas com carga sdo fracamente
permeaveis através do estrato corneo, devido a sua baixa habilidade de particdo dos lipideos.
Uma abordagem para aumentar a permeacao dessas moléculas ¢ a adi¢gdo de uma porgdo de
carga oposta para formar um par de ions lipofilicos capaz de particionar os lipideos do estrato
corneo e agir como um neutralizador de cargas temporario (KULKARNI, 2009). Em pH
fisiologico, a pele humana apresenta uma leve carga negativa; entretanto, certos farmacos com
carga positiva podem atravessar a pele com maior facilidade (KUMAR; PHILIP, 2007). Em
resumo, o pH acido da pele pode preferencialmente facilitar a penetragdo de nanoparticulas de

carga positiva (HAMBLIN et al., 2016).
88e




4.9 Modelo de eficacia analgésica e anti-inflamatoria in vivo através da atividade
antinociceptiva e anti-edematogéncia pelo teste de edema de pata em camundongos

A pele € o maior orgdo do corpo humano e atua como uma efetiva barreira protetora. A
sua grande superficie de contato ¢ a facilidade de acesso, faz da pele uma rota alternativa para a
entrega de farmacos. Entretanto, a bioarquitetura da pele limita o transporte de moléculas
através dela (PATHAK; THASSU, 2009).

Os principais fatores reguladores para a quantidade e qualidade da melanina, produzida
pelos melandcitos, incluem radiacdo ultravioleta, inflamagdo cronica, friccdo da pele, assim
como a estimulagdo anormal da liberagdo de a-MSH (hormdnio estimulante de melandcitos do
tipo o ou melanocortina), ASP (proteina sinalizadora AGOUTI) e MC1-R (BARTOLI MIOT et
al., 2009; BRIGANTI et al., 2003).

As respostas inflamatérias desempenham papéis decisivos em diferentes fases do
desenvolvimento do tumor, incluindo a iniciagdo, a promogdo, a conversdo maligna, a invasdo e
a metastase. Além disso, a inflamacao também afeta a resposta imune (GRIVENNIKOV et al.,
2010).

Melanoma ¢ fortemente associado com processo inflamatorio devido a altos niveis de
secre¢do de citocinas, incluindo interleucina 8 (IL-8) e fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) (CLAFFEY et al., 1996; MELNIKOVA; BAR-ELI, 2007). A secre¢do de citocinas
podem estimular a ativacdo de NF-kB, o qual esta relacionado com a inibi¢do da apoptose de
células de melanoma (AMIRI; RICHMOND, 2005).

A eficacia anti-inflamatdria do RES e do RES encapsulado em NLSs foi avaliada pelo
teste de edema de pata de camundongos induzido por carragenina, os quais foram comparados
com uma formulag¢do comercial de dexametasona (1 mg/g) (GOH et al., 2015; JIN et al., 2015).
O efeito antinociceptivo, o qual demonstra a agdo dos tratamentos no limiar de dor apds
exercida uma pressdo (gramas) sob a pata traseira esquerda do camundongo, esta representado

na Figura 36.
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Figura 36. Eficacia antinociceptiva. O limiar nociceptivo foi determinado a partir da forca aplicada a
superficie dorsal da traseira inflamada (g) necessaria para que o camundongo retirasse sua pata (n=14).
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A média de limiar de pressdo da pata (g) de todos os animais estudados no TOh foi de
150 + 8,99 g (Figura 36), sendo que todos os grupos foram significativamente iguais o controle
negativo (p>0,05).

Apds analise estatistica 2-way ANOVA, verificou-se que apds 1 hora de adminstrada a
carragenina (T1h), ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre o limiar de pressdao da pata
(g) entre todos os grupos estudados, demonstrando que a indugdo da inflamagdo pela caragenina
foi semelhante em todos os grupos estudados.

No T2h, verifica-se que tanto a solu¢do de RES e a formulacdo F2.RES apresentaram
significativa reducdo da nocicepcdo em comparacdo com os grupos controle, trarados com o
creme de dexametasona e F1.RES (p<0,05), demonstrando que esses tratamentos promoveram
manutenc¢do do limiar de pressao da pata (g) em relagdo ao T1h, o que demonstra uma a¢ao mais
rapida no inicio da reducdo da inflamacdo. Os resultados encontrados na Figura 13,
demonstraram que a formulagdo F2.RES apresentou um permeacdo mais profunda da pele,
atingindo as células da camada basal da epiderme e derme, quando comparadas com os demais
grupos o que poderia favorecer a rapida agdo antinociceptiva da mesma.

Apbs 4h de tratamento, verifica-se que tanto o grupo tratado com a formulagdo F2.RES
e tanto o tratado com o creme de dexametasona, apresentaram maior reduc¢do da nocicepgdo
quando comparados com os demais grupos. O grupo tratado com o creme de dexametasona
apresentou, apesar de acdo mais lenta na acdo antinociceptiva, potente acdo analgésica, sendo

um importante controle positivo. Além disso, a semelhanca estatistica entre o grupo tratado com
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o creme de dexametasona com o grupo tratado com a formula¢do F2.RES demonstra a potente
acdo analgésica e rapida acdo desta formulagdo, com agdo em 2h de tratamento, confirmando a
rapida permeagdo em formulagdes catidonicas em comparagdo com formulagdes anidnicas
(F1.RES).

O estrato corneo apresenta carga superficial negativa, assim formulagdes topicas com
carga superficial positiva podem apresentar bioadesdo superior que formulagdoes com carga
superficial negativa (BASPINAR; BORCHERT, 2012), o que pode explicar o aumento da agdo
nociceptiva da F2.RES em relacdo a F1.RES.

Ap0s 6h de tratamento, verifica-se que o controle negativo atingiu o maximo de limiar
de pressdo da pata (g) de 150 g (Figura 36), demonstrando o final do efeito inflamatoério, e tanto
o grupo tratado com o creme de dexametasona, quanto o grupo tratado com a formulacdo
F2.RES, ndo apresentaram diferencas significativas com o controle negativo (p>0,05). A
solugdo de RES e a formulagdo F1.RES foram significativamente semelhantes na redug¢do do
limiar de pressdo da pata; entretanto, ndo foram suficientes na reducdo antinociceptiva, o que
pode ser devido a menor permeacdo do fAirmaco por esses veiculos. Mesmo o fato do RES estar
em uma solu¢do hidroédlcoolica, um promotor de permeacdo, ndo contribuiu para a completa
permeacgdo do mesmo.

Além da acdo nociceptiva, foi avaliado também a atividade antiedematogénica das

formulagdes desenvolvidas, as quais estdo demonstradas na Figura 37.

Figura 37. Atividade antiedematogénica. Diametro da pata traseira esquerda (mm) (n=14).
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Apds analise estatitica 2-way ANOVA, verifica-se na Figura 37 que ndo ha diferenga
significativa (p>0,05) entre os grupos no TOh e no T1h, demonstrando que o didmetro médio
plantar basal ¢ o edema formado apés a adigdo de carragenina foram semelhante para todos os
grupos estudados.

Durante todo o tempo de estudo, verifica-se que ndo ha diferenca significativa entre
todos os tratamentos em comparagdo com o grupo controle negativo (P>0,05), com excecao
apenas do tempo 4h para o grupo tratado com a formulagdo F1.RES, demonstrando que a
formulagdo F1.RES apresentou reducdo do edema da pata, mais rapidamente que os demais
grupos.

Apds 6h de tratamento, verifica-se que o grupo tratamento com a formulagdo F2.RES
apresenta diferenca significativa do didmetro plantar (mm) médio em relagdo ao grupo tratado
com dexametasona (p<0,05), sendo que o grupo tratado com o creme de dexametasona
apresentou menor diametro plantar (mm).

A resposta inflamatoria aguda € caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular
¢ a infiltragdo celular, levando a formagdo do edema (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004). A inje¢do de carragenina na pata do animal induz a formacdo de um edema em duas
fases, sendo a primeira fase caracterizado por um edema de menor intensidade e nao
relacionado com a dose de carragenina utilizada; enquanto a segunda fase desenvolve-se apos
24 horas, exibindo um pronunciado edema com maximo efeito em 48 e 72 horas (HENRIQUES
et al., 1986).

Um estudo conduzido por POSADAS et al. (2004) avaliou se o desenvolvimento do
edema ¢ dependente da idade e o peso dos animais testados. Os resultados desse estudo
desmontraram que animais com 3 (15,6 = 0,29 g) ou 4 (21,8 + 0,69 g) semanas de idade
apresentam significativamente menor formagdo de edema quando comparados com animais
mais velhos. Esses datos sugerem que, no ponto de 6 h, mesmo que o volume da pata seja
reduzido, existe uma infiltracdo celular consistente mantida no mesmo nivel até 24 h.

Os animais utilizados em nosso estudo apresentavam-se com 4 semanas de idade (~25,0
g), o que pode explicar a baixa redu¢do do edema pelos tratamentos, sendo todos eles
significativamente semenlhantes ao controle negativo (sem tratamento).

Para se obter resultados repodutivos relacionados ao edema, ¢ necessario a utilizacao de
camundongos de 7 a 8 semanas de idade, pesando mais de 30,0 gramas. Além disso, quando
camundongos jovens sao utilizados, deve-se considerar que a distribuicdo da enzima e o inicio

do mediador podem mudar consistentemente (POSADAS et al., 2004).
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4.10 Avalia¢do das condicoes de cultivo celular para a realiza¢do dos ensaios de MTT
e da Calceina

4.10.1A4valiagcdo do pH do meio para o cultivo celular
O pH adequado para o cultivo celular, para a maioria das células de mamiferos, ¢ entre

7,2 a 7,4. O ndo atendimento desse critério pode resultar em efeitos nocivos para as células;
desta maneira, o meio de cultura deve apresentar uma capacidade tamponante. A principal causa
para a mudanga de pH é o CO, produzido durante o metabolismo celular (YANG; XIONG,
2012). A maioria dos meios contem bicarbonato, necessitando de 5,0% de didxido de carbono
atmosférico para manter o pH do meio de cultura em 7,4. HEPES ¢ um tampao orgénico, o qual
¢ frequentemente adicionado ao meio de cultura para reduzir a necessidade e a dependéncia do
bicarbonato (MASTERS; STACEY, 2007).

A adigdo das formulagbes ao meio de cultura para o tratamento das linhagens celulares
pode resultar em alteracdes do microambiente ¢ do pH do meio. Assim, foi avaliado a alteragdo
do pH do meio de cultura com ¢ sem HEPES apoés a adi¢do das formulagdes no mesmo (100
uM), bem como avaliou-se o pH das formulagdes dispersas em agua na mesma concentragdo, o

resultado esta representado na Figura 38.

Figura 38. Variacdo do pH dos meios apds a adicdo das formulagdes.
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A Figura 38 demonstra que o pH médio dos diluentes utilizados foi de 8,5. Conforme os
dados obtidos, pode-se verificar que a adigdo das formulagdes a 4gua promoveu a diminuigdo do
seu pH, sendo que as F2 e F2.RES sdo as que apresentam o maior carater acido (pH ~4,0). A
redugdo do pH do meio também pode ser evidenciado quando as formulagdes foram adicionadas
no meio sem HEPES. J4 para os meios acrescidos de HEPES (23, 25 ¢ 30 mM), verificou-se
que houve a manutengdo do pH dos mesmos apds a adicdo das formulagdes. Assim, para a

realizagdo de todos os ensaios posteriores, utilizou-se meio com 23 mM de HEPES para o
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tratamento das linhagens celulares, uma vez que essa concentra¢do foi suficiente para a

manutengdo do pH e menores concentragdes diminuem o risco de citotoxicidade.

4.10.2 Avaliagdo da influéncia das formulagoes nas leituras de viabilidade celular

A toxicidade de nanoparticulas tem sido extensivamente estudada; entretanto, é uma
area relativamente nova e varios sdo os desafios devido a ausé€ncia de protocolos padronizados.
Para isso, varias sdo as consideragdes a serem tomadas para se obter dados reais e confiaveis
(HILLEGASS et al., 2010; KONG et al., 2011).

Para decidir sobre o método a ser utilizado para avaliar a citotoxicidade de
nanoparticulas, ¢ importante escolher o método apropriado capaz de mensurar a toxicidade de
interesse sem uma interpretacdo erronea de resultados falso-positivos e falso-negativos de
toxicidade (KONG et al., 2011).

Muitas nanoparticulas absorvem luz na faixa UV-Vis, sendo que a absor¢do e a
dispersao da luz pelas nanoparticulas pode levar a imprecisdes nos dados; tem sido observado,
por exemplo, que muitas nanoparticulas quando estdo dispersas em meio de cultura sem células
absorvem luz a 525 nm, mesmo comprimento de onda utilizado no ensaio de MTT. Essa
absorbancia aumenta com o aumento da concentracdo das nanoparticulas dispersas no meio e
podem interferir os resultados da anélise de MTT (DIAZ et al., 2008).

A supressdo de fluorescéncia também pode ser observada. Um estudo demonstrou que o
negro de carbono pode acarretar em diminui¢do da fluorescéncia a medida que a concentragéo
de negro de carbono aumenta (AAM; FONNUM, 2007).

A absorbancia do meio de cultura e a dispersdo de nanoparticulas em meio de cultura
devem ser previamente mensurados, a fim de avaliar os efeitos de ambos na absorbancia obtida
a partir das células tratadas com as nanoparticulas (PARK et al., 2009a). Embora tenha sido
descrito que as nanoparticulas podem interferir com os ensaios de citotoxicidade com resultados
falso-positivo e -negativo, € dificil predizer qual tipo de nanoparticula apresentara esses efeitos
(DHAWAN; SHARMA, 2010; JONES; GRAINGER, 2009; PARK et al., 2009b). Assim,
sugere-se que sejam realizados pelo menos dois ou mais ensaios independentes, utilizando
diferentes metodologias, para evitar os erros (KONG et al., 2011).

Sendo assim, a Figura 39 demonstra a interferéncia das dispersdes das formulagoes
desenvolvidas, em diferentes concentragcdes de RES (uM), em meio de cultura contendo 23 mM
de HEPES, na absorcdo de luz a 570 nm, mesmo comprimento de onda utilizado no ensaio de

MTT e sobre as fluorescéncias verde e azul para o ensaio de citotoxicidade por calceina.
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Figura 39. Interferéncia das formula¢des nas leituras de MTT e Live/Dead.
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De acordo com os resultados representados na Figura 39, verifica-se que as dispersoes
de nanoparticula em meio de cultura com HEPES absorvem luz no mesmo comprimento de
onda utilizado para o ensaio de MTT de maneira dose-dependente, bem como a intensidade da
fluorescéncia do Hoechst, sendo que em concentragdes maiores observa-se maior absorbancia
do que em concentragdes menores. Uma vez que o Hoechst ndo ¢é utilizado de maneira
quantitativa no ensaio de citotoxicidade, sendo utilizado apenas como corante para marcagao do
nucleo para a avaliagdo microscopica das células, a interferéncia na sua intensidade ndo traria
resultados falso-positivos para a andlise.

Ja para os valores de intensidade de fluorescéncia da calceina, verifica-se que ndo ha
interferéncia das dispersdes de nanoparticulas em meio de cultura em relacao a intensidade de
fluorescéncia para o ensaio de calceina para todas as concentracdes testadas, sendo o ensaio de
calceina um método confidvel para a avaliacdo da citotoxicidade das formulagGes

desenvolvidas.

4.11 Citotoxicidade das NLSs pelo método de MTT e calceina

O ensaio de citotoxicidade in vitro avalia a capacidade intrinseca de um material em
promover alteragdo metabdlica nas células em cultura, podendo culminar ou ndo em morte
celular. O parametro mais comumente utilizado para avaliar a citotoxicidade ¢ a viabilidade
celular (ROGERO et al., 2003).

A citotoxicidade de formulagdes pode ser determinada pelo calculo do numero de
células viaveis nos pogos tratados com NLS, comparando com o numero de células vidveis em
pogos nao tratados (branco). Os resultados sdo apresentados em porcentagem de células viaveis.
Desta maneira, altas porcentagens de células viaveis indicam baixa toxicidade, sendo que 10%
indica alta toxicidade, de 11 a 40% apresenta moderada toxicidade, de 40 a 70% apresenta baixa
toxicidade e > 70% auséncia de toxicidade (SHUBAR et al., 2008).

As linhagens celulares utilizadas foram melanoma murino (B16F10) e queratindcitos

humanos imortalizados (HaCat), utilizada como controle de células saudaveis. Os resultados
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referentes a viabilidade celular (%) e o ICs, 0 qual foi calculado automaticamente pelo software
GraphPad Prim® 5.0, estdo demonstrados na Figura 40, para o ensaio de MTT, e Figura 41, para
o ensaio de calceina. Todos os experimentos foram realizados em trés experimentos

independentes (n=3).

Figura 40. Citotoxicidade das formulagdes F1 e F1.RES; F2 e F2.RES, para a linhagem celular de HaCat
e para a linhagem celular de melanoma B16F10, utilizando MTT.
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Figura 41. Citotoxicidade das formulagdes F1 e F1.RES; F2 e F2.RES, para a linhagem celular de HaCat
e para a linhagem celular de melanoma B16F10, utilizando calceina.
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Figura 42. 1Cs, para as formula¢des desenvolvidas para a linhagem HaCat e B16F 10 nos ensaios de MTT
e calceina.
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De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que para o ensaio de MTT (Figura 40)

ambas as formulagdes com e sem RES, ndo apresentaram diferenca significativa na
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citotoxicidade para as duas linhagens estudadas. O mesmo ndo ocorre, quando as formulagdes
sdo avaliadas pelo ensaio de calceina (Figura 41), no qual se verifica que para a linhagem
HaCat, a formulagdo F1 apresentou baixa toxicidade em todas as concentragdes avaliadas. Ja a
formulagdo F1.RES, apresentou citotoxicidade quando utilizadas em doses mais altas (~100
uM).

E possivel verificar na Figura 42, que de acordo com o ICsy das formulagdes F1 e
F1.RES no ensaio de calceina, ambas as formulacdes apresentaram ser mais citotoxicas para a
linhagem tumoral B16F10 (9 uM e 8 uM, respectivamente para F1 ¢ F1.RES), do que para a
linhagem HaCat (~1500 uM e 55 pM, respectivamente para F1 e F1.RES), uma vez que sdo
necessarias doses de até 7 vezes menores que as utilizadas para a linhagem HaCat para resultar
em citotoxicidade das células tumorais, demonstrando que essas formula¢des apresentaram
seletividade para células tumorais. Porém esse mesmo efeito ndo pode ser verificado no ensaio
de MTT, no qual ambas as formulagdes apresentaram ICs, ~30 puM para as duas linhagens
celulares estudadas.

As formulagdes F2 e F2.RES demonstraram ser mais citotoxicas do que as formulacdes
F1 e F1.RES para as duas linhagens testadas e nos dois ensaios realizados, MTT e calceina.
Verificou-se que para alcangar 50% da viabilidade celular foram necessarios 1,13 e 1,12 uM
para a linhagem tumoral e 0,57 e 0,53 uM para a linhagem saudavel, respectivamente, no ensaio
de MTT e 1,60 e 1,51 uM para a linhagem tumoral e 1,34 e 1,04 uM para a linhagem saudavel,
respectivamente, no ensaio de calceina.

Com os resultados obtidos, pode-se verificar que a viabilidade celular em ambas as
linhagens quando tratadas com as formulagdes F1 e F1.RES sofrem maior influéncia do método
utilizado do que quando sdo tratadas com a formulacdo F2 e F2.RES.

A incorporacdo de tensoativos catidnicos, como o brometo de cetiltrimetilamoénio (BC)
nas NLS pode favorecer o direcionamento para as células tumorais, as quais possuem alta
densidade de carga negativa devido a exposi¢do de fosfatidilserina (FS) na superficie das
membranas celulares (IWASAKI et al., 2009; SAKAMOTO et al., 2010a). Os resultados
obtidos demonstram alta citotoxicidade para as formula¢des F2 ¢ F2.RES quando comparado
com as formulagdes F1 e F1.RES (sem BC). Porém, pode ser evidenciado que as formulacdes
F2 e F2.RES apresentaram citotoxicidade semelhante nas linhagens estudadas, ndo havendo
seletividade para as linhagens tumorais.

Tensoativos apresentam caracteristica citotoxica, uma vez que promovem rompimento
da membrana celular (LEE et al., 2000). Desta maneira, se faz necessario a utilizacdo de
concentracdes bastante diluidas dessas formulagdes para se avaliar a agdo citotoxica do farmaco
encapsulado ou reduzir o tempo de tratamento nas células. Porém, ao se diluir as formulagdes, o

farmaco também ¢ diluido, podendo fazer com que o mesmo nio apresente a agdo esperada.
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Tensoativos catidnicos sdo bastante citotoxicos quando comparados com outros tensoativos
(LEE et al., 2000) fazendo com que a dilui¢do das formulagdes que contem esse componente,
necessite serem maiores.

Ambas as formulagdes F1.RES e F2.RES demonstraram-se mais citotoxicas que o RES
em solugdo, aproximadamente 82 ¢ 190 uM para a linhagem saudavel HaCat, ¢ a linhagem
tumoral B16F10, respectivamente. Verifica-se que o RES necessita de uma dose
aproximadamente 2 vezes maior para alcancar a mesma citotoxicidade de 50% para a linhagem
tumoral (B16F10), do que para a linhagem saudavel (HaCat). Células tumorais normalmente
apresentam mecanismos que as tornam mais resistentes a terapia que as células saudaveis,
como, por exemplo, a inativacdo de farmacos, alteracdo de alvos celulares, supressio do
farmaco, mecanismos de efluxo, entre outros mecanismos; desta maneira, se faz necessario a
utilizacdo de maiores concentragdes de fadrmacos para a producdo do mesmo efeito
(VINOGRADOV; WEI, 2012)

O ensaio de citotoxicidade in vitro ¢ utilizado como estudo preliminar para avaliar as
concentracdes de trabalho para a continuidade dos estudos in vitro, os quais serdo necessarios
para estimar os efeitos da formulacdo no ciclo celular e no ensaio de internalizacdo. Desta
maneira, foram considerados os valores de ICs, das formulagdes obtidos no ensaio com calceina

para a continuidade dos estudos.

4.12 Ciclo celular das linhagens HaCat e BI6F 10 apos o tratamento com NLSs

A divisdo celular consiste em dois processos consecutivos, principalmente
caracterizados pela replicacdo do DNA e a segregacdo dos cromossomos replicados em duas
células distintas (ELLEDGE, 1996). A replicagdo do DNA ocorre em uma parte especifica da
interfase, chamada fase S, a qual é precedida por uma lacuna chamada G1, durante a qual a
célula é preparada para a sintese de DNA e seguida pela lacuna chamada de G2, na qual a célula
se prepara para a mitose. Assim, as fases G1, S, G2 ¢ M sdo as subdivisdes tradicionais no ciclo
celular padrao (VERMEULEN et al., 2003).

A analise do ciclo celular pode também ser utilizada para avaliar e quantificar apoptose,
mecanismo de morte celular programada, por meio da analise de células com menos contetido
de DNA que 2n, o que s@o chamados em células com sub-G0/G1. Durante a apoptose, 0o DNA ¢
degradado por endonucleases celulares; desta maneira, os nucleos de células em apoptose
contém menos DNA do que nucleos de células saudaveis, resultando em um pico sub-G0/G1 no
histograma de fluorescéncia, que pode ser utilizado para determinar a quantidade de células

apoptdticas em uma amostra (NICOLETTI et al., 1991; RICCARDI; NICOLETTIL 2006).
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O ensaio de citometria avalia a intensidade de fluorescéncia resultante da ligacdo do
fluorocromo ao DNA, a qual é diretamente proporcional a quantidade do material genético
presente no nucleo celular.

As Figuras 43 e 44 demonstram a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular
das linhagens HaCat e B16F10, respectivamente, apds o tratamento com as NLSs e solugdo de

RES, bem como de solugdo de doxorrubicina a 0,5 pg/mL (controle positivo).

100°




Figura 43. Ciclo celular da linhagem HaCat apds 12 horas de tratamento com as NLSs, e recuperadas
durante 24, 48 ¢ 72 horas.
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Figura 44. Ciclo celular da linhagem B16F10 apds 12 horas de tratamento com as NLSs, e recuperadas
durante 24, 48 ¢ 72 horas.
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Conforme demonstrado nas Figuras 43 e 44, podemos observar que o tratamento das

células com as formula¢des de NLSs é capaz de promover parada do ciclo celular.
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Pode ser observado na Figura 43, apos 24 horas, que a porcentagem de células HaCat
nas fases G2/M do ciclo celular foi aumentada para o tratamento com controle positivo
(doxorrubicina) e para as formulagdoes F2 e F2.RES. Além disso, observou-se diminuigdo da
porcentagem de células HaCat na fase S do ciclo celular para os tratamentos com F2, F2.RES ¢
F1.RES, além do controle positivo (doxorrubicina), fase na qual a célula sintetiza uma copia
completa do DNA em seu nucleo (SCHAFER, 1998). Ela também duplica uma estrutura
organizadora de microtubulos chamada de centrossomo. Os centrossomos ajudam a separar o
DNA durante a fase M (SANTELLI, 2009). Esses resultados estdo de acordo com os resultados
obtidos referentes a viabilidade celular, o qual demonstrou um aumento significativo nas taxas
de mortalidade para o tratamento com as formulagoes F1.RES, F2 e F2.RES. Verifica-se ainda
que houve recuperagdo das células apos 48 e 72 horas apds o tratamento.

Para as células tratadas com a formulacdo F1, observa-se que ndo houve alteragio
significativa na porcentagem de células na fase G2/M e houve significativo aumento na
porcentagem de células na fase S, demonstrando que ndo houve parada no ciclo celular,
resultados esses correspondentes ao ensaio de viabilidade celular pelo ensaio com calceina, no
qual demonstra auséncia de citotoxicidade por esse tratamento (Figura 42).

Na Figura 44, apos 24 horas, verifica-se 0 mesmo efeito no ciclo celular das células
B16F10, com excegdo para as células tratadas com as formulagoes F1 e FI.RES, que o
observado para as células HaCat. Verifica-se na Figura 44 que a porcentagem de células
B16F10 nas fases G2/M do ciclo celular foi aumentada para o tratamento com controle positivo
(doxorrubicina) e para as formulagdes F2 ¢ F2.RES. Além disso, também pode ser observada
diminuicdo da porcentagem de células BI6F10 na fase S do ciclo celular para os tratamentos
com F2, F2.RES, além do controle positivo (doxorrubicina). Esses resultados estdo de acordo
com os resultados obtidos referentes a viabilidade celular das células B16F10, os quais foram
mais citotoxicos para as formula¢des F2 ¢ F2.RES do que para as células HaCat. Assim, como
para as células HaCat, verifica-se que houve recuperagdo das células ap6s 48 e 72 horas apos o
tratamento, com excecdo das células tratadas com o controle positivo (doxorrubicina).

Para as células tratadas com a formulagdo F1 e F1.RES, observa-se que ndo houve
alteracdo significativa na porcentagem de células na fase G2/M e houve significativo aumento

na porcentagem de células na fase S, demonstrando que ndo houve parada no ciclo celular.

4.13 Ensaio de internalizagcdo celular nas linhagens HaCat e BI16F10

A interagdo entre as particulas coloidais e as células ¢ de extrema importancia, uma vez
que essa interagdo apresenta um impacto importante na administracdo de medicamentos ou de
genes. Varias rotas para a absor¢do de particulas pelas células sao conhecidas (IVERSEN et al.,

2011).
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Ensaios quantitativos para avaliar a internalizagdo de nanoparticulas sdo necessarios ¢
vem sendo relatados na literatura. Além das microscopias, a analise por citometria de fluxo de
alto rendimento (classificagdo de células por fluorescéncia, FACS) ¢ a metodologia mais
descrita (Al et al., 2005; REIBETANZ et al., 2007; ZAUNER et al., 2001).

FACS ¢ um método de alto rendimento, que permite analises automatizadas célula a
célula, avaliando desde o tamanho da célula que passa a rugosidade de sua superficie; além
disso, quando equipado com detectores de fluorescéncia, possibilita a quantificagdo de
fluorescéncia por célula (SHAPIRO, 2005).

Apbs a execucdo do ensaio de citometria por FACS os resultados foram plotados em
graficos de densidade bidimensional (2D), e o nimero de eventos que foram detectados foram
codificado por cores. As figuras 45, 46 e¢ 47 demonstram os resultados do ensaio de
internalizacdo celular apo6s o tratamento das células com as formulagdes desenvolvidas, bem
como para as que foram tratadas com o controle, sendo tratamento com meio sem soro (controle

negativo) e SLN padrio marcada com Rhodamina PE (controle positivo).

Figura 45. Ensaio de internalizacdo celular por citometria de fluxo. Controle negativo (esquerda) e
controle positivo (direita) de internalizag@o ap6s 4 horas de tratamento com meio de cultura sem soro e
NLSs padrao marcadas com Rhodamina PE, respectivamente.
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Figura 46. Ensaio de internalizacdo celular por citometria de fluxo para a linhagem de queratindcitos
imortalizados (HaCat). Células tratadas com correspondente 10 uM de RES para as formulagdes F1 e
F1.RES (parte superior esquerda e direita, respectivamente), ¢ 1 uM de RES para as formulacdes F2 e
F2.RES (parte inferior esquerda e direita, respectivamente).
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Figura 47. Ensaio de internalizag@o celular por citometria de fluxo para a linhagem de melanoma murino
(B16F10). Células tratadas com correspondente 10 uM de RES para as formulagdes F1 e F1.RES (parte
superior esquerda e direita, respectivamente), € 1 uM de RES para as formulacdes F2 e F2.RES (parte
inferior esquerda e direita, respectivamente).
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O grafico de densidade 2D pode ser dividido em quatro quadrantes, sendo que os
principais eventos de espalhamento direto correspondem as particulas grandes, como, por
exemplo, células ou células com nanoparticulas associadas, enquanto que os eventos menores de
espalhamento direto correspondem a particulas menores, como, por exemplo, nanoparticulas ou
detritos. A alta intensidade de fluorescéncia, por outro lado, corresponde a objetos que contem
nanoparticulas marcadas com fluoréforo. No estudo foi utilizado fluoréforo vermelho. Desta
maneira, pode ser associado ao quadrante superior esquerdo (Q1), baixa dispersdo para frente
com alta fluorescéncia, o que significa particulas pequenas com alta fluorescéncia vermelha
(nanoparticulas marcadas). O quadrante inferior esquerdo (Q4) refere-se a baixa dispersao para
frente com baixa fluorescéncia, o que significa particulas pequenas com baixa fluorescéncia
(detritos celulares ou fragmentos de nanoparticulas). O quadrante superior direito (G2)
corresponde a alta dispersdo para frente com alta fluorescéncia, o que significa particulas
grandes com alta fluorescéncia (células com particulas internalizadas ou células com particulas

associadas). Nao ¢ possivel distinguir células com particulas internalizadas de células com
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particulas aderentes a sua superficie exterior. O quadrante inferior direito (G3) corresponde a
alta dispersdo para frente com baixa fluorescéncia, o que significa particulas grandes com baixa
fluorescéncia (células com auséncia de internalizagdo) (SEMMLING et al., 2008).

Assim, de acordo com as Figuras 46 e 47, pode-se observar que ndao houve
internalizagdo celular para as linhagens estudadas apds 4 horas de tratamento.

Varios sdo os fatores determinantes da internalizacdo celular, dentre eles pode ser
destacado o tipo celular, o didmetro médio, o formato das particulas, a carga superficial, a
concentracdo de particulas utilizadas, o tempo de tratamento e o ciclo celular (FROHLICH,
2012; SEMMLING et al., 2008; TREUEL et al., 2013; ZAUNER et al., 2001).

ZAUNER et al. (2001) avaliaram a capacidade de diferentes linhagens celulares na
internalizagao de microesferas de diferentes tamanhos (20 a 1010 nm). Os resultados desse
estudo demonstraram que todas as linhagens celulares internalizaram as particulas de 20 nm;
entretanto, para as microesferas maiores que 90 nm, houve disting@o de internalizacdo de acordo
com a linhagem celular utilizada, sendo que algumas linhagens celulares puderam internalizar
particulas com 1010 nm, tais como o carcinoma de células escamosas HNX 14C e células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC), as quais apresentaram pelo menos 70% de
internaliza¢ao das microesferas.

Um estudo conduzido por REJMAN et al. (2004) avaliou a influéncia do tamanho da
particula nos mecanismos de internalizagdo em células B16F10. Os resultados demonstraram
que a internalizagdo de particulas com didmetro entre 50 ¢ 100 nm foi relativamente um
processo rapido, sendo que em 30 minutos havia 50% de células com particulas internalizadas.
Em contraste, particulas com aproximadamente 200 nm, ap6s 4 horas de tratamento, ndo tinham
atingido o compartimento lisossdmico. Além disso, os pesquisadores evidenciaram que, embora
uma porcdo das particulas com didmetro proximo a 200 nm foi internalizada via mediada por
clatrina, esse processo foi substancialmente lento, e uma significante internalizagdo apenas
tornou-se aparente apos varias horas, demonstrando que o atraso na internalizacdo ¢ tempo-
dependente. Os resultados demonstraram ainda que o tamanho da particula determina a via de
entrada nas células, sendo que a endocitose mediada por clatrina demonstrou que o limite de
tamanho para que haja a internalizagdo foi de até 200 nm.

O diametro hidrodinamico médio das formulacdes desenvolvida foi de 195,0 & 3,34 nm,
241,3 + 48,33 nm, 159,15 + 4,78 nm e 158,25 + 33,92 nm para F1, F1.RES, F2 ¢ F2.RES,
respectivamente (Figura 27), valores proximos a 200 nm, o que faz com que o processo de
internalizagdo possa ter sido mais lento, necessitando, possivelmente, de maior tempo de estudo.

Outro fator importante para a entrada das nanoparticulas pelas células ¢ a carga
superficial. As nanoparticulas catidnicas podem entrar nas células escapando da rota de

endocitose tradicional, esse mecanismo de rapida internalizacdo, ¢ conhecida como translocagao
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direta, ¢ ¢ uma entrada ndo convencional, geralmente complementar a endocitose. No entanto,
os mecanismos de translocagdo direta de NPs cationicas através das membranas celulares para o
citossol ainda ndo sdo entendidos. Além disso, a relagdo entre translocacdo direta e endocitose
também nao ¢ clara (LIN; ALEXANDER-KATZ, 2013). Esses efeitos ndo foram observados
pelas células tratadas com as formulagdes catidnicas (F2 e F2.RES), o que contribui para a
repetigdo do ensaio, utilizando maior tempo de tratamento.

Para ensaios de internalizagdo celular com mais de 10 horas de tratamento, outro fator
deve ser considerado, o ciclo celular. Estudo conduzido por TREUEL et al. (2013) demonstrou
que a internalizacdo de nanoparticulas ndo dependia da fase do ciclo celular durante as primeiras
10 horas de tratamento; entretanto, as diferengas iniciam-se uma vez que ha divisdo celular
durante a exposi¢cdo das nanoparticulas. As células em GO/G1 apresentam uma reducao da
concentracdo de nanoparticulas internalizadas em comparagdo com as células nas outras fases.
Quando as células que estavam expostas as nanoparticulas se dividem e comeca a entrar na fase
S, a concentracdo de nanoparticulas internalizadas é novamente reduzida em comparagdo com
as células em fase G2/M. Esse efeito foi observado em diferentes linhagens celulares, utilizando
diferentes meios.

Assim, antes de sugerir que ndo ha a internalizacdo das nanoparticulas desenvolvidas,
deveremos repetir os ensaios considerando as inimeras variaveis que influenciam na

internalizagao celular.
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5. Conclusdes

Os resultados dos ensaios de caracterizagdes fisico-quimicas realizadas, como o
tamanho médio, indice de polidispersidade e potencial zeta das NLSs, mostraram que as
formulagdes compostas por brometo de cetrimonio apresentaram menor didmetro médio quando
comparadas com as formulagdes sem esse tensoativo catidonico.

As fotomicrografias obtidas por microscopia de forca atdomica (AFM) demonstraram
que as formulagdes apresentaram a formacdo de estruturas em escala nanométrica, e que a
morfologia pode ser alterada ao mudar a composicdo das formulagdes, sendo que as
formulacdes sem BC (F1 e F1.RES) apresentaram morfologia anisométrica ovalada, ao passo
que as formulagdes acrescidas de BC (F2 e F2.RES) apresentaram a formacao de estruturas com
morfologia esférica.

As analises de calorimetria exploratoria diferencial demonstraram que houve redugédo da
entalpia obtida das entalpias esperadas para todas as formulagdes, o que demonstra a interagao
desses componentes na formagdo dos sistemas. Pode-se verificar ainda auséncia dos picos de
fusdo do RES nas formulagdes.

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

A formulag@o F1.RES apresentou eficiéncia de encapsulacdo significativamente igual a
formulagdo F2.RES (~50% do RES esta encapsulado no sistema).

O ensaio de penetragdo in vitro das formulagdes desenvolvidas demonstrou que as
formulagdes catidnicas (F2 e F2.RES) foram as que apresentaram maior permeagdo cutanea,
sendo que no ensaio antinociceptivo e anti-edematogénico in vivo pode ser observado que apds
4 horas do tratamento, a formulacdo F2.RES apresentou significativa redugdo da atividade
antinociceptiva. Em relacdo ao diametro médio plantar (mm), todos os tratamentos foram
semelhantes ao controle negativo, o que pode ser decorrente da idade e peso dos animais.

E possivel verificar na Figura 52, que de acordo com o ICsy das formulagdes F1 e
F1.RES no ensaio de calceina, ambas as formulagdes apresentaram ser mais citotoxicas para a
linhagem tumoral B16F10 (9 uM e 8 uM, respectivamente para F1 e F1.RES), do que para a
linhagem HaCat (~1500 uM e 55 pM, respectivamente para F1 e F1.RES), uma vez que sdo
necessarias doses de até 7 vezes menores que as utilizadas para a linhagem HaCat para resultar
em citotoxicidade das células tumorais, demonstrando que essas formulacdes apresentaram
seletividade para células tumorais. Ambas as formula¢des F1.RES e F2.RES demonstraram ser

mais citotoxicas que o RES em solug@o.
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Os resultados demonstraram que o tratamento das células com as formulagdes
desenvolvidas foi capaz de promover parada do ciclo celular apos 24 horas de recuperagdo. O
tratamento tanto da célula B16F10 quanto da célula HaCat demonstrou que a porcentagem de
células nas fases G2/M do ciclo celular foi aumentada para o tratamento com as formulagoes F2
e F2.RES. Além disso, de diminuicdo da porcentagem de células na fase S do ciclo celular, fase
na qual a célula sintetiza uma copia completa do DNA em seu nucleo. Esses resultados estdo de
acordo com os resultados obtidos referentes a viabilidade celular.

Para as células tratadas com a formulagdo F1 ndo houve alterag@o significativa na
porcentagem de células na fase G2/M e houve significativo aumento na porcentagem de células
na fase S, demonstrando que ndo houve parada no ciclo celular, para ambas as linhagens
estudadas. Ja para a formulacdo F1.RES observa-se houve distingdo da a¢do de acordo com a
linhagem celular, para a B16F10 ndo houve parada no ciclo celular, ja para a linhagem HaCat
houve parada do ciclo celular.

Os ensaios de internaliza¢do celular por citometria de fluxo demonstraram que nao
houve internalizacdo celular para as linhagens estudadas apds 4 horas de tratamento com as
formulagdes desenvolvidas. Porém, novos ensaios deverem ser realizados considerando as
inimeras variaveis que influenciam na internalizacao celular.

Mediante os resultados apresentados, pdde-se concluir que as formulagdes cationicas
apresentaram melhor efeito bioldgico, com maior permeagdo cutanea in vitro e melhor agdo
antinociceptiva e antiedematogénica in vivo, quando comparado com as formulagdes anionicas.
Entretanto, as formulagdes anionicas demonstraram-se mais estaveis em relacdo ao didmetro

hidrodinamico médio, indice de polidispersidade e potencial zeta.
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Resumo

A morfologia da pele sofre alteragdes consideraveis ao longo dos anos, mas o efeito da fun¢do
barreira da pele precisa ser elucidada para o aumento e direcionamento de sistemas de liberacdo
de farmacos topicos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver modelo de pele humano
reconstituida (PHR) e avaliar os efeitos da glicagdo do colageno na diferenciacdo de
queratinocitos na PHR. Para a glica¢do, o colageno foi incubado com 10 mM de D-ribose
durante 3 semanas, dializadas com 4gua durante 48 horas. O colageno glicado foi
homogenizado com coldgeno ndo glicado (1:1) e usado para a PHR. Queratindcitos e
fibroblastos jovens provenientes de prepucio juvenil foram usados no compartimento
epidérmico e dérmico de todas as PHR. A PHR foram submetidas a imunofluorescéncia,
microscopia confocal e microscopia eletronica. Foram detectados 30% do coldgeno glicado por
espectroscopia de fluorescéncia e uma quantidade significativa de carboximetil lisina foi
observada pela imunofluorescéncia nos modelos glicados. A D-ribose demonstrou ser nao
citotoxica. A espessura do estrato corneo aumentou 3 vezes nos modelos glicados comparada a
PHR juvenil, sendo que o estrato corneo mais denso foi observado no modelo glicado. Houve
modifica¢do da expressdo de marcadores de diferenciacdo terminais de queratinécitos, como,
por exemplo, a filagrina e loracrina, bem como a expressdo de integrinas. Ndo houve
diminui¢do da espessura dérmica nos modelos glicados comparados com a PHR juvenil e
envelhecida. De acordo com os dados in vivo, o colageno na PHR aparentou mais grumoso do
que os modelos ndo-glicados. A microscopia eletronica confirmou o aumento da espessura do
estrato corneo com abundancia de células do estrato granuloso as custas do estrato espinhoso da
PHR glicada. Além disso, a nitida distingdo entre o estrato corneo e granuloso desaparecem. O
granulo de querato-hialina aparecem finamente distribuidos através do queratindcitos dentro das
PHR glicadas quando comparadas com as PHR ndo-glicadas, onde as céulas revelam-se com
maior agregacdo dos granulos. A morfologia alterada dos pontos de querato-hialina aponta para
diferencas no processo de diferenciacdo dos queratindcitos. Nenhuma diferenga foi observada
nos queratindcitos do estrato basal: em ambos os modelos de PHR, glicado e nao-glicado sdo
intimamente aderidos ao compartimento dérmico por uma lamina basal intacta. Diferencas na
estrutura do colageno puderam ser visiveis através da microscopia eletronica. Nanocarriadores
CMS marcados com Bodipy penetraram através das PHR glicadas ap6s 6 horas, porém ndo
houve penetracao nas PHR nao-glicadas. Em conclusio, os resultados demonstraram uma maior
espessura do estrato corneo com biomarcadores alterados na diferenciagdo da epiderme das
peles humanas reconstituidas com o coladgeno glicado. Nanocarreadores promoveram aumento
da penetra¢do cutanea através da PHR glicada mesmo com uma maior espessura do estrato
corneo.

Palavras-chave: pele humana reconstituida; glicagdo, envelhecimento cutaneo, penetragao.
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Abstract

Skin morphology markedly changes over the lifespan, but the effects on the skin barrier
function remain to be elucidated for nanocarrier-enhanced and —targeted topical drug delivery.
The aim of this work was develop reconstructed human skin (RHS) and investigate the effects
of collagen glycation on keratinocyte differentiation in RHS. For glycation, collagen was
incubated with 10 mM D-ribose for 3 weeks, dialyzed in water for 48 h, and analyzed by
fluorescence spectroscopy. Glycated collagen was mixed with non-glycated collagen 1:1 and
used for RHS. Juvenile keratinocytes from juvenile foreskin were used for the epidermal
compartment of all RHS. Fibroblasts for glycated and non-glycated RHS were from juvenile
foreskin. RHS were cultured for two weeks after the exposure to the air-liquid-interface and
then subjected to immunofluorescence, reflectance confocal microscopy, and electron
microscopy. We detected 30% of collagen glycation by fluorescence spectroscopy and
significant amounts of carboxymethyl lysine staining in glycated models. D-ribose demonstrates
to be non cytotoxicity. Stratum corneum thickness increased in glycated 3-fold compared to
juvenile RHS with the most dense stratum corneum appearance in glycated RHS. Expression of
keratinocyte terminal differentiation markers like filaggrin and loricrin as well as integrin
expression was enhanced in glycated RHS whilst dermal thickness had no decreased in glycated
models compared to juvenile and aged RHS . Reflectance confocal microscopy swiftly analyzes
RHS morphology without damaging the constructs. In accordance with in vivo data, collagen
appeared more lumpy in glycated than in non-glycated RHS. Electron microscopy confirmed a
thicker stratum corneum with plenty of cell layers of stratum granulosum at the expense of the
stratum spinosum of glycated RHS. Moreover, the sharp distinction between stratum corneum
and granulosum vanishes. Keratohyalin granula appear fine-grained and distributed throughout
the keratinoytes within glycated RHS compared to non-glycated RHS, where the cells reveal
more aggregated granules. The altered morphology of keratohyalin granula points to differences
in keratinocyte differentiation. No differences were observed in keratinocytes in the stratum
basale: both glycated and non-glycated RHS are closely attached to the dermal compartment by
an intact basal lamina. Differences in collagen structure become also visible by electron
microscopy. Bodipy loaded onto CMS nanotransporters penetrated well into glycated RHS after
6 h, but not onto non-glycated RHS. In conclusion, the results prove a thicker stratum corneum
with hallmarks of altered epidermal differentiation of reconstructed human skin with glycated
collagen. Further studies will focus on the molecular cross-talk between glycated collagen and
epidermal differentiation. Nanotransporters could increase a penetration into glycation RHS

even with large stratum corneum thickness.

Keywords:  Reconstructed human  skin;  glycation; skin  aging, penetration.
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1. Levantamento Bibliografico

Uma formulagdo farmacéutica aplicada topicamente para o tratamento de uma doenga
local deve ser bem tolerada pelos pacientes (BAROLIL, 2010). Produtos farmacéuticos t€ém sido
desenvolvidos para prevenir o envelhecimento com o objetivo de retardar, parar, ou reverté-lo
(CHORILLI et al., 2011; POHLMANN et al., 2016; RIGON et al., 2016). Novos farmacos ¢
novos sistemas de liberagdo tém sido desenvolvidos ¢ testados utilizando células e tecidos
jovens, muitas vezes ndo considerando as diferengas relacionadas a idade, de acordo com a
revisdo desenvolvida por NIKOLAKIS et al. (2016).

Os sistemas de liberacdo de farmacos apresentam uma estratégia alternativa de
carreamento de substancias ativas através das camadas viaveis da pele. Farmacos
encapsulados poderiam resultar em vantagens, tais como: aumento da estabilidade, melhor
biodisponibilidade, controle de liberagdo do farmaco, aumento da penetracdo do farmaco,
distribuicao seletiva pelo tecido, reducdo da dose total requerida e minimizar os efeitos adversos
ao tratamento (GRILL et al., 2009; SAHA et al., 2010; VENUGOPAL et al., 2009).

A nanotecnologia baseada em sistema de liberagdo de farmacos € extensivamente
investigada na promoc¢do de agentes farmacéuticos efetivos, mas um baixo sucesso tem sido
reportado na permeacdo pela pele sem a modificagdo das barreiras cutdneas (PROW et al.,
2011). Entdo, modelos experimentais de envelhecimento da pele humana sdo necessarios para
melhorar a pesquisa envolvendo envelhecimento e para que os cientistas possam prever com
precisdo as vantagens dos sistemas de liberagdo de farmacos no envelhecimento cutineo
(NIKOLAKIS et al., 2016).

Nanotransportadores com multinicleos dendriticos (“dendritic core-multishell” (CMS),
Figura 48) sdao uma classe de polimeros que promovem uma boa alternativa aos sistemas de
liberagdo de farmacos para farmacos hidrofobicos. Os nanotransportadores CMS consistem em
uma arquitetura altamente ramificada numa forma globular. O ntcleo de poliglicerol é revestido
por conchas de dupla camada (camada hidrofobica e hidrofilica), como os lipossomos. A casca
externa possui um grande impacto sobre suas propriedades fisico-quimicas (BOREHAM et al.,

2014; CALDERON et al., 2010; QUADIR; HAAG, 2012; RADOWSKI et al., 2007).
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Figura 48. Nanotransportadores com multinticleos dendriticos (“dendritic core-multishell” (CMS)

(SCHAFER-KORTING; ROMERO, 2016). A figura foi cortesia da Prof. Dr. Monika Schifer-Korting.

Nicleo polar

Casca interna nao polar

Casca externa hidrofilica

As interagdes multivalentes com grupos funcionais quimicos modificaveis podem ser
feitas para promover interagcdes com substincias biologicas (CALDERON et al., 2010). Os
farmacos podem ser encapsulados nesses sistemas de liberagao dendritica através de complexos
supramoleculares entre os andaimes dendriticos ou através de ligagdes covalentes nos grupos
funcionais terminais das unidades da ramificacdo (QUADIR; HAAG, 2012).

DE BRUM et al. (2015) desenvolveram dois tipos de nanocéapsulas utilizando
praticamente os mesmos materiais para minimizar o impacto da superficie quimica ou o formato
e a distribuicdo do didmetro das particulas nos resultados e verificaram a penetracao cutanea in
vitro utilizando célula de Franz (pele de porco, como membrana). Os resultados demonstraram
que nanocapsulas com maior flexibilidade promoveram penetragdo mais profunda e puderam
atingir a derme.

Nanotrasnportadores CMS demonstraram ser promotores de penetracdo; porém, sao
necessarias investigacdes sobre os mecanismos de acdo e os alvos especificos (ZOSCHKE et
al., 2015).

A permeabilidade de nanoparticulas em condigdes patoldgicas ndo tem sido muito
explorada. Entretanto, a absor¢do cutidnea de nanoparticulas através da pele ndo saudavel precisa
ser considerada especialmente quando o farmaco ¢é utilizado para a terapia de doengas que
podem ocasionar mudangas na barreira da pele (ALNASIF et al., 2014).

De acordo com estudos realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o nimero de pessoas idosas € constantemente crescente, bem como a expectativa de
vida da populag¢do do Brasil (MINAYO, 2012). A pele sofre constantemente por deterioragdo
estrutural e funcional com a idade e apresentam intimeras apresentagdes clinicas que exercem

um significativo impacto para a qualidade de vida dos idosos e sdo mais do que um mero
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problema cosmético e estético (FARAGE et al., 2013). A maioria dos estudos para o
desenvolvimento de estratégias para o tratamento e prevencdo de envelhecimento cutineo
utiliza pessoas saudaveis e jovens ou testes animais.

A pele humana reconstituida (PHR) consiste no cultivo de células humanas primarias de
pele (queratindcitos, fibroblastos e/ ou células tronco) em alta densidade de células sobre filtro
de policarbonato inerte em uma interface de exposicdo ao ar (POUMAY et al., 2004). A
engenharia de tecidos pode ser associada ao campo interdisciplinar na mimetizacdo da pele
humana normal (ZHANG; MICHNIAK-KOHN, 2012). A PHR tem sido amplamente utilizada
para investigar aspectos sobre a biologia cutanea, assim como a seguranga, eficacia pré-triagem,
alternativa ao teste em animais, predizer o risco da genotoxicidade, teste de irritagdo cutanea e
avaliag¢do da permeacao cutdnea (FLAMAND et al., 2006; MERTSCHING et al., 2008).

Recentemente, hd um interesse consideravel no desenvolvimento de alternativas para
substituir o uso de animais em pesquisa. A PHR ¢ fisiologicamente comparavel a pele humana
natural e, por isso, ¢ adequada a substitui¢do ao teste utilizando animais (MERTSCHING et al.,
2008). Entretanto, inimeras modificagdes na estrutura da pele podem ser observadas na pele
afetada pelo processo de envelhecimento. Assim, a construgdo tridimensional in vitro da pele
humana envelhecida produz um modelo envelhecido que pode ser utilizado para a aplicacdo de
experimentos de penetracao cutinea in vitro (PAGEON, 2010; PENNACCHI et al., 2015).

A glicagdo de proteinas, como o coldgeno, impacta sobre a funcionalidade e a
estimulag@o de vias pro-inflamatorias, bem como sobre o aumento de processos oxidativos no
tecido (GKOGKOLOU; BOHM, 2012). Uma vez que os produtos finais de glicagdo avancada
(advanced glycation end products (AGEs)) acumulam-se com a idade do doador, a glicagdo ¢
um processo importante ndo apenas para os pacientes diabéticos, mas também estd presente
como um biomarcador no envelhecimento intrinseco da pele.

Nao ha um consenso sobre os efeitos do envelhecimento e a fisiopatologia da pele, ¢ a
penetracdo de substancias quimicas na pele (DANCIK et al., 2015). O envelhecimento é um
processo complexo, multifatorial onde fatores genéticos, endogenos e ambientais apresentam
um importante papel (VINA et al., 2007). A glicagdo do colageno pode representar um dos mais
importantes fatores relacionado ao envelhecimento cutaneo, uma vez que a glicacdo pode estar
envolvida no cross-link de colageno, no estresse oxidativo, e na alteragdes intracelulares
(GKOGKOLOU; BOHM, 2012). Entio, a glicagdo pode ser um método in vitro que represente

melhor as modificagdes multifatoriais presentes no envelhecimento cutdneo humano.
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2. Objetivos

Os objetivos foram avaliar a penetracdo cutanea de nanotransportadores de alto peso
molecular através da pele humana reconstituida (PHR) com glicagdo de colageno e o
conhecimento das mudangas no desenvolvimento e caracterizagdo de modelos de pele

organotipicos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Colageno G (= 95% colageno tipo I, < 5% colageno tipo III, IV e V) (Biochrom, Berlim);
Spectra/Por 4 Dialysis Tubing, 12-14 kD MWCO, 32 mm Flat-width, 30 metros/rolo
(SpectrumLab), D-Ribose, tubo falcon, seringa, filtro com poro de 0.2 um, tampao salina fostato
(PBS). Colageno G, colageno glicado, placa com 6 pogos (Corning, Corning, NY, USA), meio
DMEM (10x), pingas, tampao HEPES, insercdes, camara de Neubauer para a contagem das
células. Meio CDM, meio para o crescimento de queratinocitos (Keratinocytes Growth Media,
KGM medium), células de queratindcitos. Laminula (Carl Roth, Karlsruhe), Cryo vial (Almeco,
Esbjerg N, DK), Cryomold Standard (25x20x5 mm) Specimen Molds Disposable Vinyl
(Sakura, Zoeterwonde, NL).

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliagao da citotoxicidade in vitro de queratinocitos e fibroblastos

Foi realizada a avaliagdo da citotoxicidade in vitro da solucao de glioxal e D-ribose em
cultura de células de queratindcitos (NHK) e fibroblastos (NHDF) provenientes de tecido
humano. Queratindcitos primarios normais (passagem 3) foram obtidos a partir de circuncisdes
terapéuticas (aprovacdo do comité de ética EA1/081/13); os pais assinaram o consentimento do
termo informando sobre os usos cientificos do material biolégico. As NHK ou NHDF foram
cultivadas em placas de 96 pogos na densidade de 10" células por pogo com uma solugio de
glioxal ou d-ribose nas concentragdes de 1,25 a 10,0 pg mL" em meio KGM ou DMEM
completos sem soro fetal bovino (SFB), respectivamente, durante 24 e 48 horas a 37° C ¢ 5,0%
de CO,; meio com 10 uL de agua destilada foi utilizado como controle de veiculo, respectiva
quantidade de meio sem nutrientes foi utilizado como controle negativo ¢ 0.005% [p/v] de
dodecilsulfato de sodio (sodium dodecyl sulfate, SDS) foi utilizado como controle positivo
(ZHANG et al., 2017). As células foram lavadas com tampao fosfato-salina (PBS) e a
viabilidade das células foi mensurada através da avaliacdo da reducao de MTT (GONCALEZ et
al.,, 2013; OLIVEIRA et al., 2014). Trés experimentos independentes foram conduzidos
utilizando trés diferentes doadores de células.

Apobs a remocdo do tratamento e a lavagem das células com PBS, a solugdo de MTT
(0.5 mg mL™" em meio de cultura) foi adicionada a cada pogo e as células foram incubadas a 37°
C durante 4 horas. Entdo, a solucdo de MTT foi removida e os cristais de formazan
solubilizados em 50 pL de DMSO. As placas foram homogeneizadas em agitador de placas
(300 rpm) por 10 min ¢ a absorbancia foi mensurada a 570 nm em um leitor de microplacas

(CARMICHAEL et al., 1987, MOSMANN, 1983).
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3.2.2 Produgdo organotipica de modelos de pele humana reconstituida glicada

A metodologia de glicagdo da matriz de colageno foi adaptada do protocolo
estabelecido por PAGEON et al. (2008) e PENNACCHI et al. (2015). O colageno G (3 a 5
mg.mL™") foi incubado na presenga de D-ribose em PBS a temperatura ambiente durante 3
semanas e protegidos da luz; para o controle negativo, o colageno g (3 a 5 mg.mL™) foi
incubado com solugdo de PBS. Entdo, foi realizada uma dialise extensiva com agua estéril a
4°C, durante 48 horas, sobre constante agitacdo, e a agua estéril foi trocada a cada 12 horas. A
dialise promove a remog¢do dos sais que ndo foram complexados com o colageno durante a
realizacdo da glicagdo. Todo o processo foi realizado em ambiente estéril.

Apobs o processo de dialise, a glicacdo do colageno foi monitorada por fluorescéncia.
Para isso, uma aliquota de 1,5 mL de coldgeno glicado foi solubilizada com pepsina (1 mg de
pepsina em 5,0 mL de acido acético 0,5 M) a 37° C, overnight. Entdo, a solucdo foi centrifugada
a 10.000 g for 5 min; o sobrenadante contido no colageno digerido foi mensurado a 440 nm
A.em (370 nm A.ex.) para avaliar a quantidade de AGE totais e a 378 nm A.em. (328 nm A.ex.)
para quantificar a pentosidina (PAGEON et al., 2008; PENNACCHI et al., 2015).

3.2.3 Pele reconstruida in vitro

O modelo de pele reconstruida foi realizado em 3 estagios. No primeiro estagio, o
compartimento dérmico foi preparado. Para isso, o coldgeno acelular foi preparado com a
mistura de coladgeno glicado (GLY+) e colageno nao-glicado (GLY-) na proporgao de 1:1, de
acordo com a Tabela 17. O colageno acelular (ImL) foi transferido para cada insergdo e foi
incubado durante 2 horas até formar um gel.

No proximo estagio foi preparado o colageno celular. Os fibroblastos cultivados foram
tripsinizados e todo o processo descrito anteriormente foi repetido, mas agora os fibroblastos
foram adicionados no meio FGM (0,8 x 10° células em cada modelo), de acordo com a Tabela
17. O colageno celular (3 mL) foi transferido a cada inserc¢do e incubado por 24 horas a 37° C e
5,0% de CO,. Apos 24 horas de incubacgdo, foram adicionados de 9 - 10 mL de meio CGM fora
da inserg¢do, a cada pogo, e cerca de 2 mL no topo dos modelos. O compartimento dérmico foi

incubado durante 7 dias, com trocas de meio a cada dois dias.
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Tabela 17. Composi¢do do compartimento dérmico.

Ingredientes Proporc¢ao Acelular Celular
(%) Quantidade / 6-pocos Quantidade / 6-pocos (uL)
(uL)

GLY- GLY+ GLY- GLY+
Colageno G 40,0 6.400 3.200 18.080 9.040
Colageno 40,0 - 3.200 --- 9.040
glicado
DMEM (10x) 5,0 400 400 1.130 1.130
Tampao HEPES 2,5 200 200 565 565
Solugéo de 2,5 200 200 565 565
NaOH (0,7
mol.L™")
Meio FGM 10,0 800 800 2.260 2.260
Fibroblasto 0,8 0 0 4.8 4.8
(x10%
)y 100,0 8.000 8.000 22.600 22.600

O ultimo estagio foi o preparo do compartimento epidérmico. Entdo, os queratindcitos

cultivados foram tripsinizados e contados. Os queratindcitos foram ressuspensos em meio

KGM (3 x 10° para cada modelo) e gentilmente pipetados sobre o compartimento dérmico

(100 pL por modelo).

O meio CGM foi aspirado sobre a inser¢do e fora das mesmas. Todo o liquido foi

removido sobre a superficie dos modelos sem danificar o compartimento dérmico. O meio

CDM foi utilizado para preencher as inser¢des (9-10 mL por pogo), mas nao sobre os modelos.

O nivel do meio ndo pode exceder o nivel da superficie das construgdes. Os modelos foram

incubados durante 14 dias a 37° C e 5,0% de CO,. Todo o processo esta representado na

Figura 48.

Figura 49. Preparo da pele humana reconstruida (PHR). A figura foi cortesia da Prof. Dr. Monika

Schifer-Korting.
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3.2.4 Criosecoes
Para a andlise histologica e imunofluorescéncia, os modelos foram congelados.
Primeiramente, foi necessaria mudanga do meio de cultura um dia antes do congelamento. A
pele reconstituida foi removida da insercao e colocada em uma placa de 6 pogos. Apds, a pele
reconstituida foi inserida em um criomolde com meio para congelamento e colocadas em
contado com nitrogénio liquido até que o liquido se tornasse um bloco solido. Os criomoldes
foram armazenados a -80°C durante 24 horas. Entdo, realizaram-se cortes histologicos (5-10

um) utilizando criétomo (Leica CM 15108S), conforme demonstrado na Figura 49.

Figura 50. Corte histologico dos modelos de pele humana reconstituida para imunofluorescéncia e

analise histologica.

3.2.5 Avaliagao da espessura do estrato corneo, epiderme viavel, e compartimento
dérmico; e contagem de fibroblastos
A avaliag@o da espessura da pele foi mensurada utilizando 5 ou mais imagens de cada
condi¢ao experimental e, para cada imagem foi realizado uma analise independente da area do
estrato corneo, epiderme vidvel, e compartimento dérmico. O software Imagel foi utilizado
para editar as imagens, ¢ os valores médios de cada condi¢do foram usados para realizar a

analise estatistica.

3.2.5.1 Coloragao com hematoxilina e eosina e avaliacdo da imunofluorescéncia

Os cortes histologicos dos modelos de pele reconstituida foram fixados com 4% de
solugdo tampado de fosfato de formaldeido (Roti-Histofix 4%, ph 7.0, Carl Roth, Karlsruhe,
Germany), durante 10 minutos. Ent3o, os cortes foram coloridos com hematoxilina e eosina.
Roti® Histokit foi utilizado para proteger contra o branqueamento.

Para realizar a avaliagdo da imunofluorescéncia (IFA), os modelos de pele reconstituida
foram fixados com 4% de solugdo tampao de fosfato de formaldeido (Roti-Histofix 4%, ph

7.0, Carl Roth, Karlsruhe, Germany), durante 10 minutos, seguidas pela lavagem com solugao
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de PBS por 5 minutos, solugéo de Triton X100 a 0,5%, durante 10 minutos para permeabilizar
a membrana das células; e solugdo de 0,1% de Triton X100, durante 5 minutos. Foi utilizada a
solugdo de soro de cabra em PBS (5,0%) para bloquear interagdes proteina-proteina ndo
especifica. O ensaio de imunomarcagdo foi realizado empregando anticorpo policlonal de
coelho anti-filagrina (anticorpo anti-filagrina, ab81468, Abcam, Cambridge, UK; 1/1000),
anti-loracrina (anticorpo policlonal LOR, PA5-34945, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Germany) e CML (anticorpo de coelho policlonal anti- carboximetil lisina, ab27684; Abcam,
Cambridge, UK) para confirmar a presenga de produtos de glicagdo no compartimento
dérmico, além de anticorpos de ratos monoclonais anti-integrina humana beta-1 (anticorpo
anti-integrina beta 1 [4B7R], ab3167] (Cambridge, UK; 1/100))

Para promover a fluorescéncia, foi utilizado um kit comercial contendo um segundo
anticorpo anti-rato e anti-coelho ligado a um fluoréforo, de acordo com a metodologia descrita
no manual do fabricante. Os anticorpos utilizados foram anti-rato IgG (Alexa Fluor® 594
Conjugate) e anti-coelho IgG (Alexa Fluor® 488 Conjugate); Cell Signaling Tachnology®,
Danvers, MA, USA, respectivamente.

Todas as imagens foram obtidas no microscopio de fluorescéncia e o software Imagel

foi utilizado para editar as imagens.

3.2.6 Avaliagdo por microscopia eletronica

A microscopia eletronica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
KHIAO IN et al. (2015). Sucintamente, trés modelos de cada condigdo (PHR ndo-glicada e
glicada) foram fixados com solucdo de Karnovsky durante 4 horas, lavados com tampao
gelado de cacodilato 0,1M (cacodylic acid sodium salt trihydrate, Roth, Karlsruhe, Germany),
incubados em tetroxido de 6smio 1% (Chempur, Karlsruhe, Germany) por 120 minutos,
desidratados com concentracdes seriadas de etanol e lavados com 6xido de propileno (1,2
Epoxypropan; VWR, Germany).

Analises semi-quantitativas da morfologia ultraestrutural foram feitas por microscopia
eletronica (Zeiss EM 903, Oberkochen, Germany). Foram capturadas fotos, as quais foram

editadas no Adobe Photoshop Program (Adobe System, Unterschleissheim, Germany).

3.2.7 Elisa para a detec¢do de CML na pele reconstituida

Trés modelos de cada pele (PHR ndo-glicada e glicada) foram utilizados para
quantificar a quantidade de CML nas diferentes camadas da pele, epiderme e derme. Para isso,
foram separadas a epiderme e a derme. A epiderme foi coletada em um tubo Eppendorf com
300 pL de PBS e uma bola de metal foi inserida no tubo, e a derme foi coletada em um tubo
Eppendorf com 700 pL de PBS e uma bola de metal. As amostras foram lisadas utilizando

Tissuelyser, durante 5 minutos e 25 Hz. Entdo, as amostras foram centrifugadas durante 30
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segundos ¢ 13000 rpm. Apds, as amostras foram estocadas a -80° C durante 5 minutos e
centrifugadas novamente. O sobrenadante foi coletado e congelado a -80° C até que a Elisa
pudesse ser realizada.

O CML foi quantificado utilizando o kit (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, USA), de
acordo com as instrugdes do fabricante: OxiSelect™ Ne-(carboxymethyl)lysine (CML)
Competitive ELISA kit (MANUAL). Em todos 50 pL de cada amostra ou CML-BSA padrio
foram adicionados nos pogos da placa revestida com CML conjugado. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 10 minutos em um agitador orbital. Foram
adicionadas 50 pL de solugdo de anticorpo anti-CML a cada pogo; a placa foi incubada a
temperatura ambiente por 1 hora em agitador orbital. Os pogos foram lavados 3 vezes com 250
puL com 1X tampao de lavagem e ap6s, 100 pL de solugdo contendo o segundo anticorpo com
HRP conjugado foi adicionado a cada poco e incubados por 1 hora a temperatura ambiente em
agitador orbital. Os pogos foram lavados novamente e a solugdo substrato foi utilizada a
temperatura ambiente e incubadas durante 20 minutos. A reagdo enzimatica foi interrompida
pela adi¢do de 100 puL de solugdo de parada para cada pocgo. Os resultados foram lidos

imediatamente no leitor de microplacas utilizando 450 nm.

3.2.8 Microscopia confocal reflectante (Reflectance Confocal Microscopy - RCM)

Um dispositivo RCM comercialmente disponivel (Vivascope 1500, MAVIG GmbH,
Munich, Lucid-Tech Inc., Henrietta, N.Y., USA) foi utilizado para a imagem de todos os
modelos. Uma descri¢do detalhada da técnica e do dispositivo foi publicada anteriormente
(RAJADHYAKSHA et al., 1999; RAJADHYAKSHA et al., 1995; ULRICH et al., 2009).
Resumidamente, cada modelo foi sistematicamente avaliada por RCM: um mapeamento
horizontal X-Y (dimensdes do mapa: 4 mm x 4 mm) foi realizado para cada camada
epidérmica comecando pelo estrato corneo através de toda epiderme e até a derme reticular.
Semelhantemente, 4-6 imagens individuais de RCM foram capturadas em cada camada da
epiderme, em cada camada da epiderme, seguidas do protocolo de avaliagdo padrdo e

individualmente submetidas a analise descritiva durante o processo de avaliagao.

3.2.9 Penetracdo de nanotransportadores CMS

A penetragdo de nanotransportadores CMS com ICC Bodipy encapsulados ou emulsao
com Bodipy encapsulados, respectivamente, foi investigada de acordo com protocolo in vitro
previamente publicado (ALNASIF et al., 2014). O desenvolvimento dos nanotransportadores
CMS-ICC foi realizado por um grupo de pesquisa parceiro da Profa. Dra. Monika Schéfer-
Korting e a sua composicdo ndo foi divulgada, a emulsdo foi composta por 4% de
monoestearato de glicerol 60; 6% de alcool estearilico; 7,5% por triglicerideos de cadeia média

(6leo neutro, Miglyol 812); 25,5% de vaselina branca; 7% de macrogol-1000-monoestearato
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de glicerol; 10% de propilenoglicol, ¢ 40% de 4gua purificada. 30 pL/cm” das formulagdes
testes foram aplicadas na superficie dos modelos de pele e incubadas durante 6 horas a 37° C,
5% de CO,. Apos as amostras foram lavadas para remover o excesso de fluordforo e
congeladas para realizar os cortes histologicos. As imagens fluorescentes (BZ-8000;
Keyence,Neu-Isenburg,Germany) e as analises (BZ Analyzer®, Keyence,Neu-Isenburg,
Germany) foram realizadas de acordo com os procedimentos previamente publicados

(BORGIA et al., 2008).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Avaliagdo da citotoxicidade in vitro de queratinocitos e fibroblastos

Os modelos de glicagdo do colageno podem ser produzidos através de modificagdes
pos-traducionais de proteinas presentes na pele, tais como o colageno, elastina, queratina e
proteoglicanas, a partir da reac@o entre a func@o aldeido de agucares reduzidos, como a glicose,
ribose e frutose e a fungdo amina livre de um aminoacido (lisina e arginina) da proteina, as quais
foram a base Schiff e subsequentemente os produtos Amadori (HORI et al., 2012; PAGEON,
2010). Outra forma de obter glicagdo nos modelos de pele ¢ a adicdo de produtos AGE
intermedidrios, tais como o glioxal (GO), o qual pode induzir a expressdo de carboximetil lisina
(CML) (CADAU et al., 2016).

HORI et al. (2012) determinaram a formagdo de AGE através de fluorescéncia apds a
incubagdo de colageno bovino tipo I com glicose e ribose. Apds a incubagdo de 6 horas, os
pesquisadores observaram que o coldgeno ¢ mais rapidamente glicado pela ribose do que pela
glicose; a fluorescéncia relativa foi quatro vezes maior quando a ribose foi utilizada. Entdo, a
ribose foi escolhida como agticar redutor.

O glioxal é um eficiente cross-linker quimico que é comumente utilizado como
promotor eficiente para o cross-linking entre proteinas, especialmente para as aplicagdes
biomédicas, desde que a proteina humana apresente alta taxa de recuperagdo enzimatica, € o
método de cross-linking possa assegurar a integridade e as propriedades mecéanicas da proteina
(DAMINK et al.,, 1995; DAMINK et al.,, 1996; VAZ et al., 2003). Entretanto, a
despolimerizacdo e a liberagdo quimica do cross-linker podem ser responsaveis por promover a
citotoxicidade de fibroblastos no colageno glicado (VAN LUYN et al., 1992a; VAN LUYN et
al., 1992b).

OLAMI; ZILBERMAN (2015) demonstraram que o glioxal como um promotor de
cross-linker apresenta um efeito citotoxico severo em células de fibroblastos, com uma
sobrevivéncia celular de 10%.

YOKOTA; TOKUDOME (2016) avaliaram os efeitos da glicacdo em queratinocitos de
pele humana imortalizada (HaCat) e demonstraram que o glioxal reduz a viabilidade celular de
maneira concentragao dependente.

Desde que as substincias usadas para produzir a glicacdo do colageno podem causar
alguma toxicidade para os fibroblastos, avaliou-se a citotoxicidade in vitro da D-ribose e do
glioxal em fibroblastos e queratindcitos. Os resultados referentes a viabilidade celular estdo

demonstrados nas Figuras 51 e 52.

153 ¢




Roberta Balansin Rigon

Figura 51. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro. Porcentagem da viabilidade celular de fibroblastos apds
24 horas (a) e 48 horas (b) de tratamento com D-ribose e glioxal a 1,25 a 10,0 mM.
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Figura 52. Avaliacdo da citotoxicidade in vitro. Porcentagem da viabilidade celular de queratindcitos
apos 24 horas (a) e 48 horas (b) de tratamento com D-ribose e glioxal a 1,25 a 10,0 mM.
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A Figura 51 e 52 demonstraram que a D-ribose ndo € citotoxica para fibroblastos e
queratinocitos apos 24 ¢ 48 horas nas concentragdes menores que 5 mM. Entretanto, o glioxal
exibiu citotoxicidade tempo- e concentragdo-dependente em fibroblastos e queratinocitos; o
glioxal ndo foi citotoxico apenas na concentragio de 1,25 pg.mL™".

Entretanto, apds a contagem do numero de fibroblastos presente no compartimento
dérmico em ambos os modelos, PHR nao-glicado e glicado, através do programa de ImagelJ, ndo
observadas diferentes significativas no niimero de fibroblastos (Figura 53). Entdo, € possivel

concluir que a matriz de coldgeno glicado com D-ribose ndo € citotdoxica para as células de
fibroblastos.

154




Roberta Balansin Rigon

Figura 53. Contagem do numero de fibroblastos no compartimento dérmico (n=3).
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4.2 Producgdo de pele humana reconstituida com coldageno glicado

O colageno G foi incubado com 10 mM de D-ribose ou glioxal durante 3 semanas e o
processo de glicacdo foi analisado por ensaio de fluorescéncia. O aumento da fluorescéncia apos
a incubagdo com D-ribose ou glioxal poderiam demonstrar a presenca de produtos AGE. A

Figura 54 descreve o aumento da unidade de fluorescéncia para produtos AGE e pentosidina.

Figura 54. Produtos total AGEs produzidas através do processo de glicacdo. Unidade de fluorescéncia do
colageno controle e glicado (exposto a D-ribose ou ao glioxal).

1.54
© [Icontrole
g T |:| D-ribose
@ 127 W cioal
o 0.94
=
=
$ 0.6
[}
®
o 0.3
‘c
o

0.0 T T

Total AGEs Pentosidina

A Figura 54 demonstra o aumento da unidade de fluorescéncia para os produtos AGEs
totais, os quais demonstram que o colageno foi modificado ap6s a incubagdo com D-ribose ¢
glioxal. Nao houve diferenga entre os grupos para a quantidade de pentosidina produzida. Uma
analise individual demonstrou um aumento da unidade de fluorescéncia maior do que 30% para
o colageno exposto a D-ribose ¢ ao glioxal, o que é um indicativo para visualizar o processo de
glicagdo. A Figura 54 também demonstra que a D-ribose e o glioxal produzem a mesma
quantidade de unidades fluorescentes. Entdo, o uso da D-ribose como promotor do processo de

glicagdo ¢é preferido, uma vez que a D-ribose ndo € citotoxica para as células (Figura 51 e 52).
4.3 Caracterizacdo das PHR.

A coloragdo hematoxilina e eosina revelou completamente a epiderme estratificada e

multilamelar ap6s duas semanas de cultura das células humanas de queratindcitos sobre o
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compartimento dérmico (Figura 55). E possivel observar que o estrato corneo da PHR glicada é
trés vezes mais largo do que as PHR nao-glicadas (Figura 56). Entretanto, nao foram observadas
diferengas na espessura da epiderme viavel e do compartimento dérmico entre PHR nfo-glicada

e glicada.

Figura 55. Colorag@o hematozilina ¢ eosina (H&E) para os modelos de PHR ndo-glicada e glicada.
PHR nao-glicada PHR glicada

Figura 56. Espessura das camadas da pele dos modelos PHR néo-glicado e glicado (n=3).
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4.4 Ensaio de Imunofluorescéncia
Os resultados das alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e moleculares observadas apds a
coloracdo de imunofluorescéncia nas peles reconstituidas apos a exposi¢do ou ndo da matriz de

colageno sdo apresentados na Figura 57.

156




Roberta Balansin Rigon

Figura 57. Coloragdo de imunofluorescéncia do modelo de pele reconstituida (n=4) preparadas com
colageno modificado por D-ribose (colageno glicado) comparados com o controle (Colageno ndo-
glicado). Anticorpo anti-CML (Carboximetil lisina), anti-AGE (receptor para os produtos finais de
glicagdo avangado); anti-laminina 5; anti-filagrina; anti-a6 integrina, e anti-loracrina.
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Assim como observados na coloracdo H&E (Figura 55), ambos, epiderme e derme,

foram modificadas pelo processo de glicagdo; o mesmo pode ser observado na
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imunofluorescéncia (Figura 57); sendo possivel verificar a alteracdo de alguns marcadores de
diferenciagdo de queratinocitos.

O CML ¢ um produto AGE, que pode ser produzido por dois diferentes mecanismos no
processo de glicagdo, peroxidagao lipidica e vias oxidativas (PAGEON et al., 2015b). A Figura
66 demonstrou o aumento de CML no comportamento dérmico nos modelos glicados,
provando a glicagdo nos modelos de PHR (PAGEON et al., 2015a). A interacdo dos AGE com
o receptor de AGE (RAGE) na superficie das células altera a fungdo celular (PAGEON et al.,
2015b). Desta maneira, foi investigado também o aumento da expressio de RAGE nos
modelos e observou-se que os modelos glicados apresentaram aumento da expressdo de
RAGE, em especial os queratinécitos, estabelecendo o cross-talk entre os queratindcitos e a
matriz dérmica. A glicacdo também promoveu uma interface na diferenciagdo dos
queratinocitos (CADAU et al., 2015), como pode ser observado na Figura 57, a qual
demonstra a diferenca entre os modelos na expressao de filagrina e loracrina.

Recentemente, o papel de RAGE no processo fisioldgico, como na diferenciagdo
neuronal, tem sido demonstrado (KIM et al., 2012a). Na pele, RAGE tem sido envolvido no
desenvolvimento de varias desordens inflamatérias (CHUAH et al., 2013) e o dominio
intracelular de RAGE demonstrou induzir a apoptose das células (GALICHET et al., 2008). A
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) € induzida pelo estimulo de RAGE por meio
da ativacao de oxidase NADPH. Nas células neuronais, a geracdo de ROS induzida por RAGE
pode estimular a diferenciagdo ou induzir a morte celular através do desequilibrio do estado
redox (PIRAS et al., 2016).

Calcio é um regulador essencial do processamento de RAGE, sendodistribuido na
epiderme em gradiente e apresentando maior concentragdo no estrato granuloso (BIKLE et al.,
2012). O estrato granuloso recebe este nome devido a presenga de granulos de querato-hialina
(STEVEN et al., 1990). A filagrina é localizada nos granulos de querato-hialina no estrato
granuloso; ha dois tipos de granulos, os maiores granulos contem pro-filagrina, precursor da
filagrina, e os menores contém loracrina, a qual pode ser o maior componente do envelope
cornificado (BIKLE et al., 2012; DALE et al., 1985; MEHREL et al., 1990; PENDARIES et
al., 2015). O fato de o célcio estar mais concentrado no estrato granuloso e os resultados
demonstrarem aumento da expressio de RAGE na epiderme, ¢ RAGE ser modulado por
calcio, poderia explicar as diferencas entre os modelos glicados e nao-glicados na filagrina e
loracrina.

A filagrina apresentou-se reduzida nos modelos de pele glicada quando comparadas
com os modelos ndo-glicados. A filagrina quando esta ligada com a queratina contribui para
formar uma matriz insoltivel, a qual atua como um andaime proteico que liga as proteinas do
envelope corneificadas e os lipideos que juntos formam o estrato corneo (SANDILANDS et

al., 2009), e ¢ importante para manter a hidratacdo na epiderme (BIKLE et al., 2012). A
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filagrina ¢ menos expressa no envelhecimento, dermatite atopica, psoriase, e ictiose vulgar;
mas, ha maior expressdo na hiperqueratose (BREITENBACH et al., 2015).

A loracrina apresenta aumento da sua expressao nos modelos glicados (Figura 56). Mais
do que 70% do envelope cornificado ¢ composto por loracrina, uma proteina estrutural
diferenciada termicamente interage com queratina ¢ promove a flexibilidade do envelope
cornificado (NITHYA et al., 2015; YONEDA; STEINERT, 1993). Loracrina ¢ também
reduzida no envelhecimento cutaneo (QUAN, 2016).

Algumas desordens cutaneas, tais como a hiperqueratose, podem apresentar um
aumento da expressdao de loracrina, mas ndo na queratodermia ictiose vulgar. Outro resultado
interessante foi que a loracrina ndo foi detectada nas desordens acompanhadas de
paraqueratose, tais como a psoriase e prurigo nodular, entretanto, o tecido expressou filagrina

(JUHLIN et al., 1992).

4.5 Ensaio de microscopia eletronica
As mudancas nos granulos de querato-hialina foram observadas pelos ensaios de

microscopia eletronica, de acordo com a Figura 58.

Figura 58. Micrografia eletronica de varredura das PHR ndo-glicadas e glicadas.

A microscopia eletronica confirmou o aumento da espessura do estrato corneo com
abundancia de camadas de células de estrato granuloso a custa do estrato espinhoso no modelo
de PHR glicada. Entretanto, a nitida distingdo entre estrato cérneo e granuloso desaparece. Os
granulos de querato-hialina demonstraram-se mais finos e distribuidos por todos os

queratindcitos na PHR glicada quando comparado com a PHR nio-glicada, onde as células

159 ¢




Roberta Balansin Rigon

parecem estar com granulos mais agregados. A morfologia alterada dos granulos de querato-
hialina aponta para diferengas na diferenciagao dos queratinoécitos (STEVEN et al., 1990). Nao
foram observadas diferencgas nos queratindcitos no estrato basal: ambos PHR nao-glicada ou

glicada sdo fortemente conectados ao compartimento dérmico através da lamina basal.

4.6 Elisa para a detec¢do de CML na pele

De acordo com os resultados obtidos por imunofluorescéncia e microscopia eletronica,
pode-se observar que a incubagdo do colageno com D-ribose mostrou mudangas significativas
na epiderme. Entdo, também se avaliou a formacdo de CML nas diferentes camadas da pele.
Para isso, a epiderme ¢ a derme foram separadas e analisou-se a quantidade de CML, o qual € o
principal produto AGE observado na pele humana, nos modelos construidos. De acordo com os
resultados obtidos (Figura 59), a incubacdo do coldgeno com D-ribose promoveu mudangas
significativas na epiderme comparada com o controle. No compartimento dérmico, ndo foram

observadas diferencas entre PHR ndo-glicada e glicada.

Figura 59. Formacdo CML na epiderme e derme nos modelos de PHR ndo-glicada e glicada apods
incubacdo com D-ribose.
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Tem sido descrito o acimulo de produtos AGEs na pele parcialmente através da ligagao
com o colageno; AGEs na sinalizagdo celular pode causar modificagdes celular (NOMOTO et
al., 2012; OTT et al., 2014). Desde que a glicagdo do colageno pode também causar a perda
da elasticidade e a formacdo de rugas, AGEs na pele podem ser um indicativo de
envelhecimento cutineo (FAZIO et al., 1989; NOMOTO et al., 2012). Os principais AGEs
sdo hidroimidazolona, N-carboximetil-lisina (CML), pentosidina e glucosepano (SEMBA et
al., 2010). O glucosepano ¢ o mais importante AGE cross-/inker no tecido humano.

Foi descrito que diferentes tipos de cross-linkers de colageno que possibilitam a divisdo
dos cross-linkers formados durante o desenvolvimento e a maturagdo do colageno e os que sdo

originados durante o processo estocastico. O primeiro inclui os cross-linkers dependentes de
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lisil oxidase (LOX) ¢ o segundo, as reacdes de Maillard, oxidagdo e da peroxidacdo lipidica
(MONNIER et al., 2005; REQUENA et al., 1997).

A demonstragdo de que os cross-linkers dependentes de LOX contribuem no
envelhecimento ¢ na ECM tem sido dificil, uma vez que estas ligagdes cruzadas desempenham
um papel incontestavel na estabilizagdo de colageno sintetizado recentemente; e ¢ possivel
obter invariavelmente a proteina de reticulagdo por incubagdo em longo prazo de proteinas
com carbonilos reativos (MONNIER et al., 2005).

Foi demonstrado que em oito décadas de vida os niveis de aditivos da reacdo de
Maillard selecionados e o cross-link no colageno humano normal é de 300 a 800 pmol/mg de
proteina de CML; 400 a 1100 pmol/mg de proteina de Fructosil-lisina; 400 a 2000 pmol/mg de
proteina de Glucosepano; e 2000 a 6000 pmol/mg de proteina de Ornitina (MONNIER et al.,
2005; REIHL et al., 2004; SELL et al., 2005).

Em um estudo publicado por SELL et al. (2005) foi observado que o glucosepano ¢ o
mais importante cross-linker de colageno senescente em pele humana. Foi descrito que até 120
mol% de modificagdo do coldgeno helicoidal de cadeia tripla poderia ser responsavel por
contribuir na perda da digestibilidade do colageno no envelhecimento; e a digestdo do
colageno por enzimas pode aumentar os niveis de glucosepano.

GLOMB; MONNIER (1995) demonstraram uma relacdo entre os compostos carbonilo,
tais como o glioxal e o glicolaldeido, e a formac¢ao de CML durante a reagdo de Maillard. Eles
observaram que a formacdo de CML a partir da glicose/lisina ou produtos de Amadori foi
fortemente dependente da oxidagdo. Os resultados obtidos demonstraram um mecanismo
importante da formacdo de CML, com papel significativo da autoxidacdo da glicose na
formagdo de CML; mais do que isso, os pesquisadores também observaram que a autoxidagdo
ndo ¢ um fator de formagdo de CML mediada por glioxal. Entdo, 50% da formagao de CML
sdo originados pela oxidagdo dos produtos de Amadori e 50% a partir do estagio pré-Amadori
largamente independente a partir da autoxidag@o de glicose. O CML também pode ser formado
a partir da peroxidagdo de lipoproteinas (HAMMES et al., 1999).

O receptor para os produtos finais de glicagdo avangada (RAGE) é um receptor
multiligante e que é superexpresso por esses ligantes. Nao ha estudos que demonstram qual
produto AGE ¢é responsavel por promover maior resposta RAGE. O acimulo de ligantes dita a
biologia do receptor (STERN et al., 2002). De acordo com os resultados obtidos, o CML foi
acumulado na epiderme através de diferentes métodos, imunofluorescéncia (dados nao
demonstrados) e ELISA (Figura 12); e o CML na epiderme aumentou a expressdo de RAGE
(Figura 10). Mas, mais que CML tenha sido descrito um cross-linker no envelhecimento e
possa ser responsavel por promover o aumento da expressao de RAGE; ndo foram observadas

diferencas entre CML no compartimento dérmico (Figura 59).
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4.7 Microscopia confocal de reflectancia (MCR)
A Figura 60 demonstra imagens representativas de microscopia confocal refletancia

(MCR) dos modelos de PHR nao-glicados e glicados.

Figura 60. Imagens representativas de MCR dos modelos de PHR.
PHR nao-glicada PHR glicada

A microscopia confocal de refletdncia rapidamente analisa a morfologia dos modelos de
PHR sem danificar as estruturas da mesma. E uma metodologia clinica que pode ser utilizada
em pele de pacientes, o que permite a comparacdo dos resultados obtidos nos modelos de
PHR. De acordo com os dados in vivo, o coldgeno demonstrou-se condensado nas PHR
glicadas quando comparadas com as ndo-glicadas o que pode ser devido ao cross-link do
colageno; além disso, podem-se observar feixes irregulares brilhantes, os quais sdo sugestivos
de elastose. Entretanto, a microscopia confocal de refletdncia revelou aumento da espessura da

epiderme dos modelos de PHR glicadas.

4.8 Penetracgdo de Nanotransportadores CMS
A Figura 61 demonstra a penetracdo de Bodipy encapsulado em creme e em
nanotransportadores CMS-ICC em modelos de PHR nao-glicado e glicado apds 6 horas de

tratamento.
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Figura 61. Penetracido em PHR ndo-glicadas e glicadas. Bodipy encapsulado em creme e em
nanotransportadores CMS-ICC foi aplicado nos modelos de PHR nao-glicado e glicado durante 6 horas.
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As analises de fluorescéncia demonstraram que o Bodipy encapsulado nos
nanotrasportadores CMS-ICC penetrou através dos modelos de PHR glicada ap6s 6 horas.
Verifica-se nas imagens que os nanotrasportadores CMS-ICC podem ser encontrados nas
camadas viaveis de pele, estando presentes na camada basal da epiderme (Figura 61). Em
contrapartida, na pele ndo-glicada, os nanotransportadores CMS-ICC foram acumulados
exclusivamente no estrato coérneo, ndo penetrando as camadas mais profundas da pele apos 6
horas de ensaio.

O Bodipy encapsulado em base galénica convencional demonstrou acumular-se
exclusivamente no estrato corneo e ndo penetrou nas camadas mais profundas da pele apos 6
horas de ensaio em ambos os modelos de PHR, ndo-glicado e glicado.

Os idosos apresentam aumento de doengas neuropaticas devido a polifarmacia a que sdo
submetidos (SCHMADER et al., 2010). Medicamentos topicos podem oferecer uma alternativa
a pacientes idosos, uma vez que este tipo de terapia geralmente apresenta baixo risco de
promover efeitos adversos sérios, os quais podem incluir efeitos adversos do sistema nervoso
central (MCCARBERG; D'ARCY, 2013).

O estrato corneo é a principal barreira para os sistemas de liberagdo de farmacos
transepidérmicos; ela é composta por cornedcitos mortos que sdo envoltos por uma matriz
extracelular lipidica (ANDREWS et al., 2013).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a espessura do estrato

corneo no modelo de PHR glicada poderia dificultar a penetracdo de fArmacos. Entdo, o uso de
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alternativas que pudessem promover a penetracdo e permeagdo deveria ser investigado. Os
nanotransportadores CMS demonstraram em estudos prévios que podem ser promotores de
penetracdo, porém os modos pelos quais os nanotransportadores promovem a permeacao ainda
necessitam ser elucidados (Zoschke et al., 2015). O tamanho médio das particulas poliméricas
(20-30 nm) pode resultar em superioridade na penetragcdo. No entanto, o fato de a acumulacéo
das nanoparticulas dentro dos sulcos entre os corneodcitos poder facilitar o transporte para

camadas mais profundas da pele (KUCHLER et al., 2009).
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5. Conclusoes

Os resultados demonstraram que entre os agentes redutores capazes de promover o
cross-link do colageno, a D-ribose apresentou menor toxicidade para as células de fibroblasto e
queratinocitos; e, desta maneira, foi utilizada para a produgdo dos modelos de pele glicado. Foi
possivel observar que houve um aumento da espessura do estrato cérneo com alteragdo dos
biomarcadores de diferenciagdo da epiderme no modelo de PHR com colageno glicado,
demonstrando que a modifica¢do do comportamento dérmico, promoveu alteracdo do processo
de diferenciacdo da epiderme. Porém, mais estudos sobre o cross-talk molecular entre o
colageno glicado e a diferenciacdo da epiderme s@o necessarios.

A microscopia confocal de reflectancia demonstrou elastose no compartimento dérmico
que pode ser um indicativo do cross-link.

Os nanotransportadores CMS promoveram a penetragdo de Bodipy no modelo de PHR
glicada apos 6 horas, porém nao no modelo de PHR nao-glicada.

Uma vez que a pele humana envelhecida apresenta reducdo da espessura da pele, com
reducdo do estrato corneo. Os resultados obtidos até 0 momento demonstraram que o modelo de
pele glicado desenvolvido ndo ¢ um modelo de pele ideal para mimetizar o envelhecimento

cutaneo.
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Anexos

Anexo A

Protocolo CEUA/FCHCAr n® 68/2015

Interessada: ROBERTA BALANSIN RIGON

Orientador:  Prof. Dr. Marlus Chorilli

Projeto: Manoparticulas lipidicas solidas para incorporagac do
trasresveratrol no tratamento tdpico do melanoma: avaliagdo in
vitro e in vivo e elucidagdo dos mecanismos de internalizagdo
celular.

Parecer n? 112/2015 — Comisséo de Etica no Uso de Animais

O Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais, desta
Faculdade, aprovou ad-referendum as adequagdes feitas no protocolo do
projeto de pesguisa “Nanoparticulas lipidicas sdlidas para incorporagao do
trasresveratrol no tratamento tépico do melanoma: avaliagdo in vitro & in vivo
e elucidagdo dos mecanismos de internalizagéo celular”, apresentado pela
pos-graduanda ROBERTA BALANSIN RIGON, sob orientagdo do Professor
Doutor Marlus Chorilli, do Departamento de Farmacos e Medicamentos desta
Faculdade.

O relatério final do protocolo de pesquisa devera ser entregue em

MARCO de 2016, em formulario para este fim.

Araraquara, 18 de DEZEMBRO de 2015.
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Prof. Dr. CARLOS CESAR CRESTANI
Coordenador da CEUA
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