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RESUMO

O aumento no numero de casos de céancer indica a necessidade de
busca por novas alternativas no tratamento desta doenca, destacando-se o
cancer de célon que figura entre os trés tipos de cancer mais frequentes, tanto
na populacdo masculina quanto na feminina Devido aos tratamentos
convencionais para esse tipo de cancer apresentarem dificuldades em atingir a
area afetada com concentracdes efetivas de farmaco, a busca por sistemas de
liberacdo colon-especifica tornou-se uma opg¢ao promissora para o tratamento
desta doenca. Nesse contexto, o uso de biopolimeros como a goma gelana e a
pectina vem sendo amplamente explorado para o desenvolvimento de
diferentes sistemas de liberacdo de farmacos, devido as caracteristicas que
apresentam, como mucoadesividade e degradacao enzimatica especifica pela
microbiota colénica. O resveratrol € um potente antioxidante que tem
demonstrado propriedades antitumorais e tem sido alvo de importantes
pesquisas. As nanoparticulas poliméricas sao carreadores de tamanho
nanométrico capazes de direcionar farmacos para sitios especificos,
promovendo a liberagdo controlada. No presente trabalho, foram desenvolvidas
e caracterizadas nanoparticulas poliméricas mucoadesivas de goma
gelana:pectina para a liberagdo coélon-especifica do resveratrol, visando o
tratamento do cancer colbnico.

Palavras chaves: Nanoparticulas, Goma gelana; Pectina; Resveratrol; Cancer

colénico.



1 INTRODUCAO

O cancer é considerado um dos maiores problemas de saude publica do
mundo especialmente entre os paises em desenvolvimento. A estimativa
realizada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) aponta 27 milhdes de
novos casos de cancer e 17 milhdes de mortes causadas por essa doenga no
mundo, no ano de 2030 (Oncoguia, 2015).

No Brasil, a estimativa realizada pelo Instituto Nacional de Cancer
(INCA) para os anos de 2016 e 2017 prevé a ocorréncia de 600 mil novos
casos da doenga. O perfil epidemioldgico observado demonstra que o cancer
de intestino é o segundo tipo de cancer mais frequente em mulheres e o
terceiro em homens, desconsiderando o cancer de pele ndao melanoma,
representando 8,6% e 7,8% dos casos, respectivamente (Inca, 2016a).

O cancer colorretal pode acometer o intestino grosso e o reto, entretanto
€ um tumor que apresenta bom progndstico quando diagnosticado
precocemente (Inca, 2016b). Apesar disso e levando em consideragéo o
alarmante crescimento de casos da doenga no mundo, outras formas de
tratamento sdo necessarias além daquelas ja estabelecidas, como a
radioterapia e a quimioterapia.

Pesquisas recentes indicam que é possivel fazer a utilizagdo de agentes
naturais de forma isolada ou em combinacdo com terapias tradicionais para a
prevengcao e tratamento do cancer. Neste contexto o resveratrol, potente
antioxidante e anti-inflamatério, tem sido amplamente estudado por seus
efeitos terapéuticos e benéficos para a saude, apresentando efeito
quimiopreventivo no tratamento de diversos tipos de cancer (Singh, Ndiaye et
al., 2015; Wang, Chen et al., 2016; Shen, Xu et al., 2017).

O resveratrol é um composto polifendlico natural encontrado
principalmente em vinho tinto e na casca e sementes da uva, nas duas formas
isoméricas, cis e trans. Estudos tém demonstrado que o resveratrol apresenta
diversos beneficios para a saude, entre eles a acdo cardioprotetora,
antiplaquetaria, antioxidante, anti-inflamatéria e anticancer (KurSvietiené,

Staneviciené et al., 2016).



Como terapia anticancer, sabe-se que o resveratrol interfere em diversos
mediadores intracelulares, induzindo a apoptose em células cancerigenas e
participando de todas as fases da oncogénese. Ja foi comprovado que este
polifenol é capaz de suprimir a proliferagao de varios tipos de cancer, entre eles
o cancer de cdélon (Kursvietiene, StanevicCiené et al., 2016).

Apesar dos indicios de seus efeitos terapéuticos, o resveratrol apresenta
propriedades farmacocinéticas que dificultam o seu uso no tratamento do
cancer. Um dos problemas apresentados é a sua rapida metabolizagao pelo
trato gastrointestinal, diminuindo a sua biodisponibilidade. Além disso, em
geral, os compostos fendlicos ndo sao facilmente incorporados em formulagdes
devido a rapida liberacdo, baixa solubilidade e permeabilidade (Liang, Liu et al.,
2013; Singh, Ndiaye et al., 2015; Faridi Esfanjani e Jafari, 2016).

A administracdo da concentracao terapéutica ideal do farmaco é um dos
principais desafios no tratamento do cancer. O almejado para as terapias
anticancer € um sistema capaz de carrear o farmaco para o sitio de acdo ou
absorcdo em uma concentracdo terapéutica ideal, além de permitir que o
farmaco permaneca no local do tumor por um periodo de tempo que permita a
liberagdo controlada do farmaco. Neste contexto, a nanotecnologia tem sido
amplamente empregada como sistema de liberagado controlada de farmacos e
como estratégia para aumentar a sua biodisponibilidade pela via oral (Eltayeb,
Stride et al., 2016; Pandey, Patel et al., 2016).

Para que sejam utilizadas como sistema de liberagdo controlada, as
nanoparticulas devem ser estaveis, nao téxicas, encapsular o farmaco de
forma efetiva e permitir a liberagdo quando este chega ao sitio de agédo ou
absorgao. Estudos tém utilizado biopolimeros, como a goma gelana e pectina,
na obtencdo de nanoparticulas, pois estes apresentam propriedades como
atoxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, além de sere capazes de
interagir com estruturas bioldgicas (Parraga, Zorzi et al.,, 2014; Christopher,
Kulandainathan et al., 2016; Eltayeb, Stride et al., 2016).

Diversos meétodos podem ser empregados na obtencdo de
nanoparticulas, como o preparo de emulsao multipla, evaporagao de solvente,
spray drying e geleificagao ionotrépica (Assis, Zavareze et al., 2012; Wang, Hu
et al., 2016).
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A geleificagao ionotropica consiste em um método que utiliza a transigéo
de uma solugdo dos polimeros para uma fase em gel, na presenga de ions de
cargas contrarias a carga dos polimeros utilizados, desencadeando a formagao
de uma rede por meio da reticulagdo entre os ions de cargas contrarias. (Patil,
Chavanke et al., 2012).

Neste trabalho, nanoparticulas poliméricas de goma gelana e pectina
contendo resveratrol como farmaco foram obtidas pelo método de nebulizagao,
seguida de geleificagdo ionotropica em solugdo de cloreto de aluminio. O
sistema foi caracterizado quanto ao tamanho de particula, potencial zeta,
rendimento e eficiéncia de encapsulagcdo. Buscou-se avaliar a influéncia de
parametros como proporcdo e concentracdo polimérica e concentragdo da

solucéo reticulante nas caracteristicas das nanoparticulas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Nanoparticulas poliméricas

A cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia sdo os quatro
métodos mundialmente utilizados na terapia do cancer. Contudo, apresentam
deficiéncias como elevada toxicidade, baixa biodisponibilidade quando
administrados pela via oral, biodistribuicdo inadequada e a ag¢do do farmaco
também em células saudaveis, ou seja, falta de seletividade (Masood, 2016).

Para contornar os problemas apresentados pelas terapias
convencionais, sistemas de liberacdo de farmacos tém sido amplamente
estudados. Neste contexto, as nanoparticulas representam um importante
papel por melhorarem as propriedades fisico-quimicas, biofarmacéuticas e
farmacocinéticas do farmaco carreado, podendo proporcionar melhorias no
tratamento (Mattos, Altmeyer et al., 2016).

Ha duas estruturas de nanoparticulas, as nanoesferas e nanocapsulas,
representadas na Figura 1. As nanoesferas sédo sistemas no qual o farmaco se
encontra disperso na matriz, e devido ao seu reduzido tamanho e extensa area
superficial, € um sistema que facilita a liberacdo do farmaco a um alvo
especifico. As nanocapsulas, por sua vez, sdo sistemas vesiculares que
protegem o farmaco da degradacéao ou hidrélise, pois este se localiza dentro de
uma cavidade que pode ser aquosa ou oleosa, protegida por uma camada

polimérica externa (Fonte, Reis et al., 2016; Shaalan, Saleh et al., 2016).

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura da nanoesfera e

nanocapsula

Nanoesfera Nanocapsula

P G

7 2SAANY

/A\V.:"!.&4
- . —

T Cavidade
Matriz Polimeérica SuGas/Blaass

Membrana
polimérica

Fonte: Adaptada de Brigger, Dubernet et al. (2012)
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Dependendo da composi¢cao da superficie da nanoparticula, esta pode
afetar a distribuigdo do farmaco e interagir com células e tecidos. Além disso, é
um sistema que pode melhorar as propriedades farmacéuticas e
farmacologicas de um farmaco, sem que seja preciso modificar sua molécula.
Podem carrear moléculas com diferentes propriedades fisico-quimicas,
proteger o farmaco da inativacdo hepatica, degradacdo enzimatica ou do
clearance, além de reduzir os efeitos adversos do tratamento (Sun, Wu et al.,
2015; Mattos, Altmeyer et al., 2016).

Atualmente, as nanoparticulas  poliméricas compostas  por
polissacarideos naturais tem sido foco de importantes estudos por serem
biodegradaveis, biocompativeis e por apresentarem facil design e preparagao
(Faridi Esfanjani e Jafari, 2016). Devido as propriedades apresentadas, as
nanoparticulas representam um sistema promissor para a encapsulacao,
podendo proporcionar a liberacdo controlada de farmacos diretamente no sitio
alvo, sendo amplamente estudadas para reduzir os efeitos adversos da terapia
anticancer, além de melhorar a distribuicdo e biodisponibilidade do farmaco a

ser carreado, podendo aumentar a eficacia terapéutica.

2.2 Gomagelana

A goma gelana €& um exopolissacarideo bacteriano produzido
aerobicamente pela Sphingomonas elodea (Patil, Chavanke et al., 2012)
utilizada em industrias alimenticia e farmacéutica, entre outras, devido a sua
estrutura e propriedades fisicas, sua atoxicidade, biocompatibilidade e
biodegradabilidade. Pode ainda ser utilizada como agente emulsificante,
aglutinante, gelificante, espessante, entre outras aplicagdes (Prajapati, Jani et
al., 2013; Prezotti, Cury et al., 2014).

Esse polissacarideo apresenta unidades de [(-D-glicose, L-ramnose e
acido D-glicurbnico, com composicdo em sua estrutura nativa de
aproximadamente 60%, 20% e 20%, respectivamente. Ao passar por um
processo de hidrélise alcalina a goma gelana perde os grupamentos acetil e
gliceril presentes na estrutura nativa, resultando na goma gelana desacetilada,

de baixo ou alto grau de acetilacdo. Essa mudanca altera o tipo de gel que a
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goma gelana é capaz de produzir, resultando em géis mais frageis, mas com
maior estabilidade térmica (Prajapati, Jani et al., 2013). Na Figura 2 est&o

esquematizadas as estruturas da goma gelana nativa e desacetilada.

Figura 2: Estrutura da goma gelana nativa (A) e desacetilada / baixo

grau de acetilagéo (B)

D-glicose D-glucoronato D-glicose L-ramnose
L.
o\g)\/ou oM OM HO OM

OH co8 OM
/L o o o o
B o o OH o oM
OH
OM oM OM

Fonte: Adaptada de Osmatek, Froelich et al. (2014)

n

Por apresentar caracteristica aniénica, a goma gelana é capaz de formar
géis fortes em presenga de cations divalentes, como o Ca?'. Estes géis
interagem com os fluidos biolégicos e apresentam propriedades muco-
adesivas. A formacao do gel de goma gelana é dependente da temperatura e
ocorre quando as cadeias de espirais sofrem uma transicdo conformacional,
formando arranjos em dupla hélice e resultando em estruturas tridimensionais
com propriedades modulaveis (De Oliveira Cardoso, Prezotti; Ferreira Cury et
al.; Prajapati, Jani et al., 2013; Osmatek, Froelich et al., 2014).

Devido as suas propriedades, a goma gelana tem sido estudada como
meio de obtencao de sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Estudos
relatam que a utilizagdo de géis poliméricos permite um melhor controle da taxa
de liberagdo de farmaco, -caracteristica importante em um sistema
nanoparticulado de liberagdo controlada. Embora a reticulagdo com cations
divalentes seja comum, o estudo realizado por Reddy e Tammishetti (REDDY,
T.; TAMMISHETTI, S., 2002) demonstrou que ao utilizar cations trivalentes, a
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reacdo de reticulacdo ocorreu mais rapidamente, possibilitando uma maior
eficiéncia para a incorporagdo de farmaco e liberagdo por tempo prolongado
(De Oliveira Cardoso, Ferreira Cury et al.).

Com base nos estudos realizados, pode-se concluir que a goma gelana
possui caracteristicas importantes para o desenvolvimento de novas formas

farmacéuticas de liberacao de farmacos.

2.3 Pectina

A pectina é um heteropolissacarideo encontrado na parede celular de
plantas. Devido a sua capacidade de geleificacdo e por tratar-se de um
polimero biocompativel, biodegradavel e atdxico. Assim como a goma gelana,
seu uso tem sido frequente na industria farmacéutica e alimenticia, podendo
ser utilizada como agente espessante, emulsionante e como veiculo para
farmacos, além de outras aplicagées (Zhang, Xu et al., 2015; Kyomugasho,
Christiaens et al., 2016).

Sua abundancia e facil extracdo tornam a pectina uma matéria-prima de
baixo custo. E um biopolimero solivel em agua e com capacidade de bio-
adesao. Estruturalmente (Figura 3) a pectina € formada por trés estruturas
principais: homogalacturonana (HG), a qual representa a maior parte da
estrutura quimica, ramnogalacturonana | (RG-l) e ramnogalacturonana Il (RG-
II) (Kyomugasho, Christiaens et al., 2016; Ye, Zhan et al., 2016).
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Figura 3: Estrutura quimica da pectina

Homogalacturonana

Ramnogalacturonana II

Ramnogalacturonana |

9 Aceti] éster ‘ Metil éster

@ Acido galacturdnico (GalA) @ Ramnose (Rha)

@ Apiosc (Api) @ Fucose (Fuc)

@ Acido acérico (AceA) @ Galactose (Gal)

© Arabinose (Ara) © Xilose (Xyl)

O Acido glucurdnico ® Acido cetodeoximano-

@ Acido deoxi-lixoheptulo octulopirancsildnico (KDO)
piranosilarico (Dha)

Fonte: Adaptado de Canteri, Moreno et al. (2011)

HG, considerada a cadeia principal da estrutura da pectina, € composta
por residuos de acido D-galacturdnico ligados por meio de ligagdes glicosidicas
a-1,4. Estes residuos podem ser metilesterificados em C-6 e/ou o-acetilados
em O-2 e/ou O-3 (Kyomugasho, Christiaens et al., 2016). A pectina pode ser
classificada em alto e baixo grau de metoxilacdo (HM e LM, respectivamente) e
cada uma delas apresenta diferentes aplicagdes industriais (Zhang, Xu et al.,
2015).

O padrao de metoxilagao da pectina pode influenciar na sua capacidade
em formar géis, que se formam a partir da associagado de cadeias de pectina
formando uma estrutura tridimensional. Com a pectina de baixo grau de
metoxilagao, por exemplo, ocorre a formacado de um gel pouco resistente. Para
modificar a estrutura dos géis, € comum utilizar cations divalentes como
reticulantes, resultando na formacdo das estruturas tridimensionais. Neste
caso, uma maior quantidade de cations divalentes seria necessario para formar
um gel mais forte utilizando pectina LM (Brasil, 2014). A Figura 4 representa a

formacao da cadeia tridimensional em presenca de um cation divalente.
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Figura 4: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional de

pectina em presenca de ions Ca?*

- OH.0. _O. coo
Caz°

HO
OH COO>/ <
Cmo*ﬁo\/ -
Fonte: Lascol, Bourgeois et al. (2016)

A formacao dessa estrutura tridimensional em presenca de cations é
uma caracteristica de interesse para a obtencio de sistemas nanoestruturados
devido a capacidade de formagcdo de uma rede que possibilitaria a
encapsulacao do farmaco.

Assim como a goma gelana, a pectina tem sido estudada para compor
sistemas de liberacdo especifica de farmacos devido a sua capacidade de
formar géis. Além disso, estudos aprontam mecanismos anti-tumorais para a
pectina, entre eles a inibigdo do crescimento do tumor e regulagdo dos
oncogenes, além da sua propriedade probiética, o que torna a pectina um alvo
para estudos sobre cancer colonico (Zhang, Xu et al., 2015).

A mistura de biopolimeros naturais tém sido o foco de estudo do nosso
grupo de pesquisa, afim de obter carreadores de farmaco que possam ser
modulados para as necessidades especificas. Assim, a goma gelana e pectina
foram utilizadas para a obtencdo de nanoparticulas pelo método de
nebulizagdo seguida de geleificagcao ionotrépica utilizando um cation trivalente

(AI**) como agente reticulante.
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3 OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas poliméricas mucoadesivas de
goma gelana e pectina para a liberagado célon-especifica do resveratrol através

da técnica de nebulizagdo seguida de geleificagao ionotrépica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Principais materiais

- Goma gelana (Kelcogel® CG-LA, CP Kelco)

- Pectina (Genu® LM 5206-CS, CP Kelco)

- Cloreto de aluminio hexahidratado (Labsynth)
- Resveratrol (Galena®)

- Hidroxipropilmetilcelulose (Colorcon®)

4.2  Principais equipamentos

- Balanga analitica (Classic Plus, Mettler Toledo)

- Agitador magnético (752 A, Fisatom)

- Bomba dosadora peristaltica (BP 200, Milan®)

- Nebulizador de leito fluidizado (Minilab XP, DIONAS Diekers & Sohne)
- Centrifuga (Spectrafuge 16M, Labnet)

- Ultracentrifuga (Himac CP 80, Hitachi)

- ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments)

- Espectrofotdmetro (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies)

- Ultrafreezer -80°C (CFC Free, Sanyo)

- Liofilizador (Savant MicroModulyo, Thermo Scientific)

4.3 Planejamento fatorial completo 23com ponto central

Para a obtencdo das nanoparticulas com diferentes composicdes, foi
realizado um planejamento fatorial do tipo completo 23 com ponto central. As
trés variaveis independentes ou fatores escolhidos foram a proporgcao entre
goma gelana e pectina, a concentracdo de agente reticulante cloreto de
aluminio e a concentragdo polimérica. As variaveis dependentes estudadas
foram tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta.

Os fatores escolhidos para o planejamento fatorial completo e os valores
de cada nivel, em que -1, 0 e +1 sdo os codigos para o nivel baixo, ponto

central e nivel alto, respectivamente, estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Fatores avaliados no planejamento fatorial completo 23 com ponto
central e valores dos niveis -1, 0 e +1.

Nivel baixo Ponto Nivel alto
Fatores -1) central (0) (+1)
(1) Proporgéo polimérica (G:P) 1:1 2:1 4:1
(2) Cloreto de aluminio (%) 0,50 1,75 3,00
(3)Concentragdo polimérica — 1,00 1,50 2,00

G:P (%)

4.4 Obtencédo das nanoparticulas de goma gelana e pectina

Nanoparticulas foram obtidas pelo método de nebulizagdo seguida de
geleificagao ionotropica (Figura 5), utilizando cloreto de aluminio como agente
reticulante e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como estabilizante, por se tratar
de um polimero capaz de proporcionar estabilizacdo estérica para as

nanossuspensdes (Karakucuk, Celebi et al., 2016).

Figura 5: Processo de obtengcdo de nanoparticulas pelo método de

nebulizagao seguida de geleificagao ionotrépica.

Ar comprimido
Bomba peristaltica L
_— -
] T "%TJ HEF Recipiente com gelo
i 5 = |::> i
GG:P:R Solugao reticulante Agitador magnético

Fonte: Elaborada pela autora

Dispersdes aquosas (50 mL) de misturas de goma gelana:pectina (1:1,
2:1 e 4:1), em diferentes concentragbées (1,0; 1,5 e 2,0%, m/V) foram
preparadas sob agitacdo magnética (80°C) durante 20 minutos, para a
completa dispersao dos polimeros. O farmaco resveratrol (0,25%, m/V) foi
adicionado as dispersdes poliméricas (30°C) sob agitacdo magnética até
completa solubilizacédo (15 min), ao abrigo da luz devido ao farmaco ser

fotossensivel, ou seja, sofrer degradagéo em presenca de luz.
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As dispersdes foram nebulizadas sobre 200 mL de solugédo reticulante
(AICI3) a 4°C em diferentes concentragdes (0,5; 1,75 e 3,0% m/V), contendo
HPMC (0,2% m/V), sob agitagdo magnética. Utilizou-se o sistema nebulizador
de um leito fluidizado ligado a uma fonte de ar comprimido, a uma presséo de 7
Psi.

A reacao de reticulagédo foi mantida por 20 min adicionais sob agitacéo
magnética em banho de gelo. As composi¢gbes das nanoparticulas obtidas

estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao das nanoparticulas e valores dos niveis das variaveis

selecionadas para o planejamento fatorial completo 23 com ponto central.

Proporcéao Concentracao Concentracao
Nanoparticula ) ) _ _

polimérica (G:P) AICl3 (%) polimérica (%)
1 1:1 (-1) 0,50 (-1) 1,0 (-1)
2 4:1 (+1) 0,50 (-1) 1,0 (-1)
3 1:1 (-1) 3,00 (+1) 1,0 (-1)
4 4:1 (+1) 3,00 (+1) 1,0 (-1)
5 1:1 (-1) 0,50 (-1) 2,0 (+1)
6 4:1 (+1) 0,50 (-1) 2,0 (+1)
7 1:1 (-1) 3,00 (+1) 2,0 (+1)
8 4:1 (+1) 3,00 (+1) 2,0 (+1)
9 2:1(0) 1,75 (0) 1,5 (0)

As nanossuspensdes obtidas foram utilizadas para avaliar o potencial
zeta, tamanho de particula e o PDI em equipamento Zetasizer Nano-ZS®

(Malvern Instruments).

4.5 Analise de tamanho de particula e indice de polidispersidade

(PDI)

A técnica de espalhamento de luz dinamico (Dynamic Light Scattering)

foi utilizada para avaliagdo do tamanho de particula e indice de
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polidispersidade (PDI) das nanoparticulas. As analises foram realizadas em

equipamento Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments).

4.6 Andlise de potencial zeta

O potencial zeta das nanoparticulas foi avaliado em equipamento
Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments) e foi medido através da mobilidade

eletroforética.

4.7 Rendimento

O rendimento do processo foi calculado por método gravimétrico.
Congelou-se as nanossupenssodes (-80° C) por 24 horas e liofilizou-se cada
amostra por 72 horas. O rendimento das nanoparticulas foi calculado de acordo
com a Equacédo 1, em que a massa total € a soma das massas de polimeros,
farmaco e cloreto de aluminio utilizadas na obtengdo de cada amostra (Al-Qadi

e Remunan-Loépez, 2014).

Massa das nanoparticulas liofilizadas

Rendimento(%) = x 100 (1)

Massa total

4.8 Validacdo do método analitico de espectroscopia na regiéo

ultravioleta (UV) para quantificar o resveratrol

De acordo com a Resolugao n°® 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, por se encaixar na “Categoria | - Testes
quantitativos para a determinagao do principio ativo em produtos farmacéuticos
ou matérias—primas” os parametros avaliados para a validagdo do método
analitico utilizado para quantificar o resveratrol por espectroscopia na regiao
UV foram: especificidade, linearidade, precisao, exatidao, limite de detecgao e

limite de quantificagdo (Anvisa, 2003).
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4.8.1 Determinacgdo do espectro de absorgéo do farmaco na

regiao UV

Para determinar o comprimento de onda no qual o resveratrol apresenta
sua maxima absorg¢do, uma solugdo deste farmaco (10 ug/mL) foi preparada
em agua destilada e submetida a uma varredura entre 200 e 400 nm em

espectrofotometro.

4.8.2 Especificidade

Para determinar a especificidade do teste, preparou-se solugdes de
cloreto de aluminio, goma gelana e pectina, ambas a 2%, em agua destilada.
Cada uma das solucdes foi entdo submetida a uma varredura entre 200 e 400

nm em espectrofotdmetro.

4.8.3 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir de uma solucao-mae de resveratrol
na concentracdo de 10 ug/mL em agua destilada. Para a construgédo da curva
analitica do farmaco, solugdes foram preparadas por diluicao, em triplicata, em

concentragdes que variaram de 0,5 ug/mL a 10 pg/mL.

4.8.4 Precisao

A precisdo foi determinada a partir de trés solugdes de resveratrol
(0,5ug/L, 4,0ug/mL e 10ug/mL) preparadas em agua destilada. Para determinar
a precisao intercorrida, as mesmas concentracées das solu¢des de farmacos
foram analisadas em um outro dia, permitindo assim a comparacado entre
analises realizadas em periodos diferentes. Para determinar a precisao intra-
corrida e inter-corridas, calculou-se entdo o desvio padrao relativo (CV)
utilizando-se a Equacéao 2 (Anvisa, 2003), em que DP ¢é o desvio padrao e CMD

€ a concentragéao média determinada.
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cV =22 %100 2)
CMD

4.8.5 Exatidao

A exatidao foi obtida por meio de trés diferentes solucdes de resveratrol
(0,5ug/L, 4,0ug/mL e 10ug/mL) preparadas em agua destilada. A Equagao 3
(Anvisa, 2003) foi utilizada para fazer o célculo desse parametro, em que C é a

concentracdo média experimental e CT € a concentragao tedrica.

Exatidao (%) = CC—T x 100  (3)

4.8.6 Limite de deteccao e limite de quantificacéo

Para determinar o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificagédo
(LQ), foram utilizadas trés concentracbes da solugdo de resveratrol em
concentragbes decrescentes (0,5ug/mL, 1,0ug/mL e 1,5 pg/mL), preparadas
em agua destilada. Realizou-se a leitura das absorbancias, em triplicata, e os
resultados obtidos foram utilizados para o calculo do limite de deteccédo e limite
de quantificacdo de acordo com a Equagéo 4 e Equacgao 5 (Anvisa, 2003), em
que DP é o desvio padrao do intercepto com o eixo y e Média de A é a

inclinagao a curva de calibracéao.

3xDPdeB
LD = —— (4)
Média de A
10 x DP de B
LQ = ——— 5
Q Média de A ( )

4.9 Determinacédo da eficiéncia de encapsulacéo

Para determinar o teor de farmaco incorporado ao sistema, 5 mL das

nanossuspensdes foram cuidadosamente transferidas para tubos de



24

ultracentrifuga (Himac CP 808, Hitachi). As nanoparticulas foram separadas
por ultracentrifugagéo a 50.000 rpm a 15°C por 40 minutos. O sobrenadante foi
analisado em espectrofotémetro (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies) na
regiao do UV a 305 nm a fim de quantificar a concentragéo de farmaco livre.

A eficiéncia de encapsulagao foi calculada de acordo com a Equacgao 6
(Gan e Wang, 2007):

Farmaco total adicionado— Farmaco livre
EE (%) = : — x 100 (6)
Farmaco total adicionado

4.10 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia
(ANOVA), seguida por comparagdes multiplas pelo método de Tukey. Foi

adotado nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise de tamanho de particula, PDI e potencial zeta

O tamanho de particula € um dos principais parametros utilizados para
avaliar a estabilidade das nanoparticulas. Este parametro varia de acordo com
a composicao da nanoparticula e com o método utilizado para a sua obtencao,
podendo ser determinado por meio de diversas técnicas, entre elas o
espalhamento de luz dindmico e difracdo a laser. Mesmo obtidas por métodos
diferentes, geralmente as nanoparticulas apresentam didmetros médios entre
100 e 300 nm, apesar de particulas com tamanho entre 50 e 70 nm também
serem obtidas (Schaffazick., 2003; Wu, Zhang et al., 2011).

O indice de polidispersédo (PDI) indica a homogeneidade de distribuigao
de tamanho da populagao de particulas. Considerando uma escalade 0 a 1, os
valores mais proximos de 0 indicam homogeneidade nos tamanhos, enquanto
os valores maiores do que 0,5 indicam heterogeneidade de tamanho ou
populagbes diferentes de particulas (Gaumet, Vargas et al., 2008; Avadi,
Sadeghi et al., 2010).

O tamanho das particulas variou de 140,6 nm a 459,1 nm e o PDI variou
de 0,214 a 0,723, como demonstrado na Tabela 3. Apesar dos valores
descritos na literatura, o tamanho de particula esta relacionado com a via de
administracdo a qual pretende-se adequar o sistema de liberagdo proposto.
Contanto que seja possivel manter um padrdo de liberagdo, para a
administragdo do farmaco por via oral, por exemplo, o tamanho de particula
nao seria fundamental, contanto que estejam na escala nanométrica. Isso nao
€ valido para a administracdo parenteral, em que nanoparticulas menores
seriam necessarias, dentro dessa mesma escala.

O potencial zeta é o parametro que reflete o potencial de superficie de
uma particula, podendo ser influenciado por constituintes da mesma e por
mudangas no meio em que esta esta inserida. Dos componentes presentes nas
nanoparticulas, os polimeros sao considerados os constituintes com maior
influéncia sob o potencial zeta (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Neste estudo,

porém, foi possivel observar que a quantidade de cloreto de aluminio
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adicionada a formulacao estava mais relacionada com o potencial zeta do que
a propor¢ao e concentracao polimérica.

Este parametro é capaz de indicar a estabilidade fisico-quimica da
particula. Valores de potencial zeta acima de 30 mV, em mddulo, indicam
particulas estaveis devido as forgas repulsivas entre as particulas, impedindo a
agregacao entre as mesmas (Teixeira, Alonso et al., 2005).

Além disso, a caracteristica da superficie das particulas estudadas é
importante para analisar a resposta biolégica do farmaco contido nas
nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Acredita-se que a introdugcao de
um polimero catidnico pode fornecer potencial positivo as particulas, podendo
facilitar a interagdo entre as nanoparticulas e as membranas bioldgicas,
carregadas negativamente (Calvo, Remuian-Lopez et al., 1997), melhorando a
sua biodisponibilidade e diminuindo os efeitos adversos (Parveen, Mitra et al.,
2010).

O potencial zeta das amostras em estudo variou de +0,256 mV a +3,835
mV, indicando que as amostras s&o instaveis devido aos valores de potencial
muito abaixo de 30 mV, em mddulo, podendo ocorrer agregagao entre as

nanoparticulas. Os resultados de potencial zeta sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de tamanho de particula (nm), indice de polidispersao e
potencial zeta (mV) das nanoparticulas de goma gelana e pectina obtidas pela

técnica de nebulizagao seguida de geleificagao ionotrépica.

Tamanho de indice de Potencial Zeta
Nanoparticula o
particulas (nm) polidispersao (mV)
1 2491 0,639 + 1,520
2 203,1 0,521 + 0,960
3 257,35 0,2905 + 0,565
4 221,60 0,626 +2,170
5 231,15 0,271 + 0,964
6 231,05 0,214 + 0,256
7 216,3 0,723 + 3,835
8 4591 0,265 + 0,538
9 140,6 0,217 + 1,295
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Para a analise do tamanho de particula, PDI e potencial zeta, utilizou-se
o planejamento fatorial. Através do planejamento fatorial € possivel avaliar a
influéncia de diferentes variaveis independentes sobre varias respostas
(variaveis dependentes). Neste trabalho, buscou-se, através da aplicagédo de
um planejamento fatorial completo do tipo 22 com ponto central, conhecer os
efeitos principais das variaveis proporgao polimérica, concentragdo de agente
reticulante (AICI3) e concentragdo polimérica sobre o tamanho, indice de
polidisperséao e potencial zeta das nanoparticulas obtidas pela técnica de
nebulizagdo seguida de geleificagao ionotrépica.

Por meio da analise fatorial, que permite avaliar a influéncia de diversos
fatores simultaneamente sobre os resultados obtidos (Araujo, 2011), foi
possivel observar que a concentracdo e propor¢cao polimérica, bem como a
concentragéo de cloreto de aluminio, ndo influenciaram significativamente o
tamanho de particula e o PDI. Por outro lado, a maior concentragdo de AlCl3
utilizada resultou em particulas com carga de superficie positiva maior, devido
a maior quantidade de ions aluminio (AI**) disponiveis para reagirem com os

anions carboxilatos (COO) dos polimeros.

5.2 Rendimento

O rendimento de cada nanoparticula obtida pelo método de nebulizagéo
seguida de geleificacao ionotropica foi calculado apds a liofilizagdo de cada
amostra preparada. A partir dos calculos realizados com a massa liofilizada e a
massa total de componentes adicionados ao processo, obteve-se os valores de
rendimento entre 50,71% e 82,20%, apresentando um rendimento médio de
77,34%.

A analise dos resultados permitiu observar que o rendimento do
processo foi maior quando a maior concentragéo polimérica (2%) foi utilizada
na obtengdo das nanoparticulas, enquanto a menor concentragdo proposta
(1%) resultou em um menor rendimento do processo. A mudanga na proporgao
polimérica e na concentracdo do cloreto de aluminio nao influenciou
significativamente o rendimento deste processo.

Devido as perdas durante o processo de obtengcdo das nanoparticulas,

que se devem principalmente as etapas de transferéncia da dispersao
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polimérica e das nanossuspensdes de uma vidraria para outra, valores
préximos ao rendimento de 100% n&o foram obtidos. Além disso, ocorre perda
da dispersao polimérica na etapa de nebulizacido dos polimeros na solucao
reticulante, em que parte da dispersao dos polimeros fica retida na mangueira

da bomba peristaltica.

5.3 Validacdo do método analitico de espectroscopia na regiao
ultravioleta (UV) para quantificar o resveratrol

A validacdo de um método analitico foi necessaria para quantificar o
farmaco encapsulado no processo de obteng¢do das nanoparticulas. De acordo
com a Resolugao n° 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigildancia Sanitaria (ANVISA), o método escolhido € apropriado para

determinacao da eficiéncia de encapsulagao do resveratrol por esse processo.

5.3.1 Determinacao do espectro de absorcao do farmaco na
regidao UV

Por meio de uma varredura entre 200 e 400 nm utilizando o resveratrol a
10ug/m em agua destilada, determinou-se que o pico de maxima absorgéo do

farmaco ocorre em 305 nm, como mostra o a Figura 6.

Figura 6: Espectro de absorc¢ao do resveratrol em agua destilada
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5.3.2 Especificidade

A especificidade, ou seletividade, demonstra a capacidade do método de

medir o teor de farmaco mesmo em presenga de outros componentes da

formulacdo (Anvisa, 2003), como a goma gelana, pectina e cloreto de aluminio,
neste caso.

Para provar que o método em questdo € especifico, cada componente
da formulacédo das nanoparticulas foi submetido a uma varredura entre 200 e

400 nm para observar se estes interferem na quantificagcdo do resveratrol. Os

picos de maxima absorgéo dos componentes estao representados na Figura 7.

Figura 7: Pico de maxima absorcao de solugdes de goma gelana, pectina e
cloreto de aluminio em agua destilada.
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De acordo com o observado na Figura 7 € possivel dizer que os
polimeros e a solugéao reticulante nao interferem na quantificagdo do farmaco
para cada amostra analisada, pois estes nao apresentam pico de absorgdo em

305.0 nm, tornando o método especifico para a quantificacdo do resveratrol.
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5.3.3 Linearidade

A linearidade demonstra a dependéncia entre dois parametros: os
resultados obtidos na validacdo e a concentracdo de farmaco, mostrando que
ambas as medidas sdo diretamente proporcionais dentro de um intervalo
definido (Anvisa, 2003; Inmetro, 2011).

As absorbancias de cada amostra, medida em ftriplicata, foram
analisadas em 305 nm e calculou-se a média deste parametro para cada
concentracdo testada. Com os resultados obtidos, construiu-se uma curva

analitica da absorbéancia em fungdo da concentragao (Figura 8).

Figura 8: Curva analitica de absorbéncia versus concentragdo de

resveratrol
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Por meio desta curva analitica determinou-se a equagao da reta y =
0,116x - 0,018, em que y é a absorbancia e X a concentracdo do farmaco
(Mg/mL). O coeficiente de correlagao (r) desta curva foi igual a 0,9985, atingindo
o critério minimo aceitavel preconizado pela ANVISA (Anvisa, 2003) e

demonstrando que ha linearidade para do método.
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5.3.4 Precisao

A precisdo do método avalia a proximidade dos resultados obtidos em
diversas medidas realizadas em uma mesma amostra (Anvisa, 2003).

Para este método foi realizado o estudo da precisdo intra-corrida
(repetibilidade), que consiste na concordancia dos resultados da analise
realizada dentro de um curto periodo de tempo, com os mesmos instrumentos
e 0 mesmo analista. Os resultados obtidos nesta analise estao representados

na Tabela 4.

Tabela 4: Valores de absorbéncia (médias, DP e CV) da andlise de

solugdes de resveratrol em um curto intervalo de tempo

Concentracao Absorbéancia Desvio padrao CV (%)
tedrica (pg/mL) media
0,5 0,1164 0,0016 1,4173
4,0 0,3718 0,0050 1,3543
10,0 1,1221 0,0061 0,5459

Além disso, foi realizado o estudo de precisdo inter-corridas
(intermediaria), que consiste na anadlise de resultados obtidos em dias
diferentes com analista ou instrumentos diferentes (Anvisa, 2003). Os

resultados obtidos nesta analise estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de absorbancia (médias, DP e CV) da andlise de

solugdes de resveratrol em dias diferentes com manipuladores diferentes

Concentracao Absorbancia Desvio padrao CV (%)
tedrica (ug/mL) média
0,5 0,0593 0,0024 4,1699
4,0 0,4481 0,0078 1,7587
10,0 1,1281 0,0384 3,4068

Em ambos os testes, o coeficiente de variagdo (CV) obtido para as
amostras estava de acordo com o preconizado pelo ANVISA, ou seja, com

variacdo maxima de até 5% (Anvisa, 2003), indicando que o método é preciso.
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5.3.5 Exatidao

A exatiddo determina a proximidade entre os resultados obtidos
experimentalmente, utilizando o método em questdo, em relacdo aos valores
tedricos previamente estabelecidos (Anvisa, 2003). Os resultados obtidos para

esta analise estao representados na Tabela 6.

Tabela 6: Exatiddo determinada entre os valores tedricos e

experimentais das solu¢des de resveratrol em agua

Concentracdao tedrica Concentracdo média Exatidao (%)
(ng/mL) experimental (ug/mL)
0,5 0,5579 111,58
4,0 3,7425 93,56
10,0 90,8874 98,87

Apesar da exatiddo desejada ser de 100%, resultados dentro da faixa de
80% a 120% séao aceitos pela legislagcdo vigente (Anvisa, 2003). Logo, os

resultados obtidos neste estudo determinam que o método é exato.

5.3.6 Limite de deteccéao e limite de quantificacéo

O limite de detecgdo determina a menor quantidade de farmaco que
pode ser detectada em uma amostra por meio de uma analise utilizando
concentragdes conhecidas e decrescentes do farmaco (Anvisa, 2003).

Por meio da equacgao proposta, obteve-se que o método € capaz de
detectar o farmaco mesmo em baixas concentragbes. O limite de deteccao
obtido foi de 0,6582 ug de resveratrol.

O limite de quantificacdao determina a menor quantidade de farmaco que
pode ser quantificada em uma amostra com precisao e exatidao pelo método
escolhido, utilizando concentragdes conhecidas e decrescentes do farmaco

para realizar a analise (Anvisa, 2003).
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Por meio da equacao proposta, obteve-se que o limite de quantificagdo &
2,1940 pg de resveratrol, quantidade limite do farmaco que o método é capaz

de quantificar.

5.4 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagao determina a quantidade de farmaco que foi
incorporado as nanoparticulas, sendo esta quantidade uma caracteristica
importante para a biodisponibilidade e eficacia terapéutica do farmaco (Des
Rieux, Fievez et al., 2006). A encapsulagcéo do farmaco pode aumentar a sua
protecdo contra enzimas e fluidos gastrointestinais, por exemplo, sendo assim
consideradas uma possivel forma de superar limitagdes para a administracao
oral de determinados farmacos (Ensign, Cone et al., 2012).

Os resultados da eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas obtidas

estao representados na Tabela 7.

Tabela 7: Eficiéncia de encapsulagao do resveratrol (média £ DP).

Nanoparticula Eficiéncia de Encapsulacao (%)

1 94,48 + 0,0668
91,30 + 0,2862
94,54 + 0,1066
83,84 +0,4717
93,76 + 0,1289
93,71 £ 0,0412
93,83 + 00,2093
94,12 + 0,1526
92,69 *+ 0,2585

© 00 N O O A W DN

A eficiéncia de encapsulacao variou de 83,84% a 94,54%, sendo a
nanoparticula 3 a que apresentou maior EE%, e a nanoparticula 4 a que
apresentou menor EE%.

Analisando as nanoparticulas com maior e menor eficiéncia de
encapsulacdo € possivel notar a influéncia da proporcdo polimérica na

encapsulacdo do farmaco. A variagdo da proporg¢ao polimérica influenciou de
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maneira significativa a EE%, sendo que a propor¢gao 1:1 (G:P) originou
particulas com maior EE% (94,54%).

A EE% apresentou um valor médio de 92,47% de farmaco encapsulado,
resultado satisfatério que indica a eficiéncia do método utilizado para

encapsular o farmaco no processo de obtencao de nanoparticulas.
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6 CONCLUSAO

Nanoparticulas poliméricas de goma gelana e pectina contendo resveratrol
foram obtidas com sucesso por meio da técnica de nebulizagdo seguida por
geleificagdo ionotropica. As analises realizadas demonstraram que a
concentragéo e proporgado polimérica, bem como a concentragdo de agente
reticulante, nado influenciaram significativamente o tamanho e indice de
polidispersidade, demonstrando que o bico nebulizador foi o principal
responsavel pelas caracteristicas das nanoparticulas, pois este foi mantido com
o mesmo didmetro de abertura e taxa de fluxo em todas as amostras. A
concentragdo de cloreto de aluminio, por sua vez, originou particulas com
potencial zeta positivo maior, devido a maior quantidade de ions aluminio (Al3*)
para reagirem com anions carboxilatos (COO-) dos polimeros. O resultado
obtido para a eficiéncia média de encapsulacdo do farmaco foi de 92,47%,
indicando que a maior parte do farmaco foi incorporada com sucesso ao
sistema, com rendimento médio do processo de 77,34%, possibilitando concluir
que o método empregado mostrou-se eficiente na obtencao de nanoparticulas,
que poderao ser futuramente empregadas como um sistema de liberagéo

colon-especifico do resveratrol para o tratamento do cancer colonico.
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