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“...0uga: ‘A maioria dos homens ndo quer nadar antes que o possa fazer’.

Né&o é engracado? Naturalmente, ndo querem nadar.

Nasceram para andar na terra e ndo para a agua.

E, naturalmente, ndo querem pensar: foram criados para viver e ndo para pensar! Isto mesmo!
E quem pensa, quem faz do pensamento sua principal atividade,

pode chegar muito longe com isso...”

Hermann Hesse



RESUMO

Nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foram preparadas utilizando como fracéo
lipidica a manteiga natural extraida das sementes de Theobroma grandiflorum
(cupuagu) para a liberacdo controlada de resveratrol visando a aplicacdo tdpica. A
manteiga natural foi avaliada por cromatografia gasosa para a identificagdo e
quantificacdo dos principais componentes lipidicos, mostrando equilibrada composicao
entre acidos graxos saturados e insaturados. As NLS foram preparadas pela técnica de
homogeneizagédo por alto cisalhamento e apresentaram tamanho de particula na escala
manomeétrica, com uma distribuicdo homogénea da disperséo, confirmada pelas técnicas
de espalhamento dindmico de luz e microscopia eletrbnica de transmissdo. Suas
caracteristicas fisico-quimicas, como carga superficial negativa, tamanho e indice de
polidispersdo, mantiveram-se inalteradas durante 30 dias, indicando boa estabilidade
coloidal. O estudo de liberacdo in vitro utilizando células de difusdo de Franz
demonstraram uma liberacdo controlada do ativo, apresentando uma cinética de
liberacdo controlada pela difusdo do ndcleoo lipidico, de acordo com o modelo de
Higuchi. A NLS contendo o resveratrol (R-NLS) apresentou um aumento de 20% na
atividade antioxidante em comparacdo com a solucéo etandlica de resveratrol (SER). O
estudo de penetracdo cutanea, utilizando pele humana proveniente de abdominoplastia,
indicou que a R-NLS aumentou a penetracdo e retencdo do ativo nas camadas mais
externas da pele, com um acréscimo de 2 vezes no estrato cérneo quando comparado
com a SER. Além disso, a NLS desenvolvida mostrou-se segura, visto que ndo
apresentou citotixidade em linhagem de queratindcitos humanos. Por isso, o sistema de
NLS preparado utilizando manteiga natural é capaz de promover uma liberacdo segura
e controlada do ativo na pele, sendo promissor para sua utilizacdo em formulacbes

topicas.

Unitermos: Resveratrol, antioxidante, manteiga natural, liberacdo controlada,
nanoparticulas lipidicas sélidas.



ABSTRACT

Solid lipid nanoparticles (SLN) based on natural seed butter extracted from Amazon tree
Theobroma grandiflorum (cupuacu) were prepared for the topical controlled release of
resveratrol, a well-known lipophilic antioxidant. The natural butter was assessed by gas
chromatography for the identification and quantification of the lipids, showing saturated and
unsaturated fatty acids as the major constituents. Nanoparticles were then prepared by high
shear homogenization and presented small particle size, with narrow size distribution, which
was confirmed by dynamic light scattering measurements and transmission electronic
microscopy images. The negative surface charge, size and polydispersity index remained
unaltered for 30 days, indicating good colloidal stability. Moreover, the controlled release
kinetics revealed a burst release followed by a sustained drug release from SLNs containing
resveratrol (R-SLN), which fitted the Higuchi mathematical model, indicating that the releasing
profile from the lipid core is diffusion-controlled. R-SLN showed an increased antioxidant
activity in 20% compared to resveratrol ethanolic solution (RES). When applied to human skin,
R-SLN increased the permeation and retention of resveratrol in the human skin, raising the
amount of resveratrol over than 2-fold in stratum corneum compared to RES. In addition, there
was no cytotoxicity of the SLN to human keratinocytes at tested conditions. This new SLN
prepared with natural seed butter was able to permeate and deliver hydrophobic actives to the
skin in a controlled manner, having the potential to ultimately be used in formulations that

request topical delivery.

Keywords: Resveratrol, antioxidant, natural seed butter, controlled release, solid lipid

nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

O metabolismo celular gera espécies reativas de oxigénio (EROs) durante o
processo oxidativo, desencadeado pela cadeia respiratdria de elétrons. Porém, o excesso de
EROs causa danos em estruturas celulares, como lipideos, proteinas e &cidos nucléicos,
envolvendo-se em diversas condi¢Bes patoldgicas, incluindo aquelas que acometem a pele
(PACKER; CADENAS, 2007). Além disso, processos externos podem causar agressoes a pele,
ocasionando o estresse oxidativo e, consequentemente, danos em estruturas dérmicas. Como
um mecanismo de defesa, 0 corpo gera antioxidantes endégenos para conter e prevenir tais
danos e antioxidantes exdgenos sdo comumente administrados pela via oral ou topica para
reforcar a protecdo ao organismo (NDIAYE et al., 2011; NATARAJAN et al., 2014).

O resveratrol € um composto polifendlico encontrado principalemente em uvas,
amendoins e outras frutas presentes na dieta humana (AMRI et al., 2012). E uma molécula
lipofilica e instavel, com atividades antioxidante, anti-inflamatoria e cardioprotetora (BAUR;
SINCLAIR, 2006). Quando aplicado topicamente, o resveratrol apresenta outras propriedades
importantes, como: i) efeito quimiopreventivo contra o cancer de pele (AZIZ; AFAQ;
AHMAD, 2005), ii) protege a pele contra o estresse oxidativo e exposi¢do a radiacéo ultra-
violeta (RUV) (IDO et al., 2015; POLONINI et al., 2013); e iii) efeitos antibacterianos (CHAN,
2002). No entanto, em virtude de sua instabilidade, seu emprego em formas farmacéuticas é
limitada, necessitando do desenvolvimento de sistemas inovadores para a protecdo do ativo
(RODRIGUEZ-CABO et al., 2015).

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), devido as suas propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas, como pequeno tamanho e biocompatibilidade, sdo capazes de proteger
ativos da degradacdo e, ao mesmo tempo, controlar sua liberacao no sitio de acdo, aumentando
a eficacia dos mesmos (WANG et al., 2015). Conceitualmente, NLS sdo dispersdes coloidais
preparadas com lipideos solidos (0,1% a 30,0%, m/ m) dispersos em um meio aquoso e
estabilizados por surfactantes (0,5% a 5,0%, m/ m), podendo ser produzidas em larga escala
sem a utilizacdo de solventes organicos (HOU et al., 2003; JESUS; ZUHORN, 2015).

Como principal classe de lipideos utilizada no preparo de NLS para o
desenvolvimento de sistemas tdpicos, os acidos graxos séo capazes de alterar a fluidez da pele,
permitindo a penetracdo das nanoparticulas (NP) em sitios especificos da pele (ZHAI; ZHAI,
2014). Como alternativa ao uso de lipideos sintéticos, manteigas naturais apresentam uma
alternativa inovadora e atrativa para o preparo de NLS (MANDAWGADE; PATRAVALE,

2008; SODDU et al., 2014). Por apresentarem uma composic¢do balanceada de lipideos, as



16

manteigas naturais sdo capazes de produzir nucleos com a estrutura cristalina imperfeita, que
auxilia numa maior encapsulacdo do ativo (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012).

No presente trabalho, desenvolveu-se sistemas inovadores baseados em NLS
contendo manteiga natural como a fragéo lipidica para o encapsulamento de resveratrol, a fim
de promover uma liberagdo controlada do mesmo na pele, aumentando sua penetracdo neste
local e potencializando sua atividade antioxidante. Para tanto, utilizou-se como sistema lipidico
a manteiga de Theobroma grandiflorum (cupuacu) para o desenvolvimento desse novo sistema.
Os componentes da manteiga foram analisados previamente ao preparo da NLS, a fim de
padronizar o material utilizado. NLS contendo resveratrol (R-NLS) e a NLS controle (C-NLYS),
sem ativo, foram preparadas pela técnica de homogeneizacdo a quente utilizando alto
cisalhamento e ultrassom e caracterizadas quanto ao seu tamanho de particula, indice de
polidispersdo, potencial zeta, morfologia e estabilidade a curto prazo. A cinética de liberacédo
do resveratrol a partir da R-NLS, sua atividade antioxidante, penetragéo na pele humana ex vivo
e o0 estudo de viabilidade celular foram realizados para predizer a eficacia e seguranca do

nanocarreador desenvolvido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DA PELE

A pele recobre as superficies corporais e constitui 0 maior e mais acessivel 6rgéo
do corpo humano — com uma érea superficial de aproximadamente 1,2 m?e espessura menor
do que 2 mm, representando 16% do peso corporal. Por essas dimens@es, proporciona uma
excelente e desafiadora interface para a administracdo de farmacos (PRAUSNITZ;
MITRAGOTRI; LANGER, 2004; THOMAS; FINNIN, 2004). Apesar de sua espessura variar
de acordo com as diferentes partes do corpo, a estrutura fundamental da pele é basicamente a
mesma (Figura 1). Anatomicamente, a pele é formada pela epiderme, de origem ectodérmica,
e derme, de origem mesodérmica. Em contato com a derme encontra-se a hipoderme ou tecido
celular subcutaneo, que ndo faz parte da pele propriamente dita, apenas a une aos 0rgaos
subjacentes. Complementando sua formacdo, ha os foliculos pilosos, unhas e glandulas, que
sdo chamados de anexos (KANIKATIS, 2002).

Figura 1 — Estrutura da pele e seus componentes.

Queratinocito Células de Langerhans
Fibroblasto =@l Células dendriticas
* Mastocitos
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cormeo
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-

Fonte: adaptado de KARANDE; MITRAGOTRI, 2010.



18

As funcbes desempenhadas pela pele sdo maltiplas, sendo a principal a de protecéo
contra o atrito e a perda de agua. Isso significa que a pele naturalmente apresenta uma baixa
permeabilidade para a penetracdo de moléculas externas, protegendo os tecidos subjacentes de
infeccdes, desidratacdo e estresse fisico e quimico (KWON et al., 2015). Ela também participa
de outras fung¢Ges no organismo, como: i) participa da termorregulagdo do organismo por meio
de seus capilares sanguineos, tecido adiposo e glandulas; ii) colabora na excrecao de substancias
pelo suor; iii) protege contra os raios ultra-violeta, devido a melanina produzida localmente; iv)
aliada a radiacdo solar, transforma precursores sintetizados no organismo em vitamina Ds; e V)
envia informagdes sensoriais sobre o ambiente para o sistema nervoso central (BARUA;
MITRAGOTRI, 2014; BARRY, 2001; VILLARINO, LANDONI, 2006).

2.1.1 Epiderme

A epiderme é a camada mais externa da pele, da por¢do mais interna a superficie;
divide-se em subcamadas, sendo: camada basal, estrato espinhoso, granuloso e corneo (Figura
2). E constituida histologicamente por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado e sua
principal funcéo é a produgdo de queratina, proteina responsavel pela impermeabilidade da pele
e prevencdo da evaporacdo de dgua da superficie corporal (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
As células que a compdem podem ser divididas em cornedcitos, também chamados de
queratindcitos, e ndo-cornedcitos. Os ndo-cornedcitos sdo: os melandcitos, que produzem o
pigmento melanina, que da cor a pele; as células de Langerhans, que fazem parte do sistema
imunolégico na funcdo de células apresentadoras de antigenos, tendo papel relevante nas
reacOes imunoldgicas locais, além de conterem a proliferacdo dos cornedcitos; e as células de
Merkel, que funcionam como nociceptores, sendo responsaveis pelo tato e pela transmissdo de
impulsos nervosos de dor através de sua ligacdo com fibras nervosas (VILLARINO;
LANDONI, 2006). Os corneocitos, por sua vez, sdo células achatadas, mortas, sem nlcleo e
que possuem citoplasma rico em queratina, que € uma proteina do filamento intermediario e
amorfa que confere a epiderme sua grande resisténcia e impermeabilidade. De fato, eles sdo
assim chamados por serem células que se diferenciaram com a funcdo Unica de sintetizar
queratina (JOHANSSON; HEADON, 2014).
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Figura 2 — Estrutura da epiderme.

Estrato comeo

Camada granulosa

Camada espmhosa

(A) Epiderme humana reconstituida e (B) imagem ilustrativa das camadas celulares correspondentes.
Fonte: adaptado de BARUA; MITRAGOTRI, 2014.

A camada basal apresenta intensa atividade mitdtica, sendo responséavel pela
constante renovacao da epiderme, por meio de um deslocamento celular permanente e repetido,
que ocorre entre 20 a 30 dias. As células produzidas nesta camada se diferenciam a medida que
avancam para a superficie, apresentando um acumulo gradual de filamentos intermediarios de
queratina. Em média, um queratindcito basal leva duas semanas para se tornar um queratindcito
cérneo; o mesmo periodo de tempo € utilizado para que 0 mesmo se desprenda da pele em um
processo de descamacgdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

A camada espinhosa é constituida por células poligonais cubdides ou ligeiramente
achatadas que apresentam expansoes citoplasmaticas. Estes prolongamentos citoplasmaticos se
aproximam e mantém as células unidas por meio de desmossomos, estruturas com funcéao
importante na manutencdo da coesdo das células da epiderme e na sua resisténcia ao atrito
(KANIKATIS, 2002).

A camada granulosa é caracterizada pela presenca de células poligonais achatadas,
que produzem granulos de querato-hialina e granulos envolvidos por membrana de substancia
fosfolipidica associada a glicosaminoglicanas, o que confere a esta camada impermeabilidade
a &gua e outras substancias, prevenindo a desidratacdo das camadas subjacentes da epiderme
(BAUMANN, 2004). A camada mais superficial da epiderme é o EC, a principal barreira para
a passagem de substancias quimicas para o interior do organismo. Ele é constituido por uma
estrutura hierarquica composta de 10 a 15 camadas de cornedcitos embebidos em uma matriz
rica de lipideos intercelulares. Um modelo proposto para elucidar sua estrutura é chamado de

“modelo dos tijolos e cimento”, pois histologicamente esta camada assemelha-se a um muro.
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Neste modelo, os tijolos seriam os cornedcitos e o cimento seria a chamada bicamada lipidica
intercelular, que é composta por ceramidas, &cidos graxos, colesterol e ésteres de colesterol
(CEVC, 2004; PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004; ZHAI; ZHAI, 2014). Além
desta bicamada, ha ainda os corneodesmossomos, que unem 0S cornedcitos e proporcionam
estabilidade estrutural. Isto confere enorme forga de coesdo a estrutura, o que inviabiliza que a
maior parte das moléculas, independentemente de seu tipo, a atravesse (BARRY, 2001;
PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004; VILLARINO; LANDONI, 2006).

Esta camada constitui o principal empecilho para a penetracao efetiva de farmacos
pela via topica e/ ou transdérmica, visto que a tortuosidade de suas células e sua adesdo s&o
obstaculos de dificil transposicdo (PANDO et al., 2015). Além disso, este € um estrato que é
continuamente renovado, devido a grande quantidade de células-tronco epiteliais na camada
basal da epiderme, que prové gueratindcitos substitutos num periodo de duas a quatro semanas
(PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004; VILLARINO; LANDONI, 2006).

2.1.2 Derme

A derme é composta de tecido conjuntivo e serve de apoio para a epiderme, atuando
como elo entre esta e a hipoderme. A presenca de coldgeno proporciona caracteristicas de
durabilidade e elasticidade a pele e as fibras de elastina conferem propriedades de recuo
elastico. Ela é ricamente vascularizada e inervada e, ainda, possui grande quantidade de vasos
linfaticos. Além destas estruturas, é na derme que se encontram os foliculos pilosos, glandulas
sebéceas e sudoriparas, apesar de estes serem considerados anexos epidérmicos, por terem a
mesma origem embriol6gica (BAUMANN, 2004; VILLARINO; LANDONI, 2006).

Os foliculos pilosos sdo formados de uma invaginacdo da epiderme e sdo onde se
inserem os pélos, que se projetam para a superficie externa do corpo. As glandulas sebaceas séo
glandulas hold6crinas, ou seja, a formacdo da secrecdo advéem da morte de suas células
constituintes. Elas tém ductos que desembocam nos foliculos pilosos e secretam uma mistura
de lipideos que contém triglicerideos, acidos graxos livres, colesterol e ésteres de colesterol. Ja
as glandulas sudoriparas sdo merdcrinas, ou seja, liberam granulos sem perda de outro material
celular, e secretam a parte aquosa do suor, que contém tambeém sodio, potassio, cloreto, ureéia,
amoOnia, &cido Urico e uma infima parte de proteina. Os ductos destas glandulas desembocam
na superficie da pele (ZIMMERMAN; BAI; GINTY, 2014).

Por proverem uma comunicacgdo entre a derme e a superficie corporal, evitando a

transposicéo do estrato corneo, estes trés anexos sdo considerados como vias alternativas para
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a absorcdo de farmacos transdérmicos (BARRY, 2001; PRAUSNITZ, MITRAGOTRI e
LANGER, 2004; VILLARINO; LANDONI, 2006).

2.1.3 Hipoderme

A hipoderme é formada por tecido conjuntivo frouxo e é responsavel pela unido
entre a derme e os tecidos e 0rgaos subjacentes, ainda que de maneira pouco firme. Por essa
razdo, permite certo deslizamento entre a pele e as estruturas nas quais ela se apoia. Por ser rica
em tecido adiposo, dependendo da regido do corpo em que se encontra, fornece protecéo contra
o frio e choques mecénicos, além de modelar o corpo de acordo com a quantidade de gordura
que possua (ZIMMERMAN; BAI; GINTY, 2014).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

2.2.1 Radicais Livres

Radicais livres sdo espécies quimicas que conttm um ou mais elétrons
desemparelhados disponiveis para formacdo de ligacbes quimicas (WAGENER; CARELS;
LUNDVIG, 2013). A geragdo in vivo ocorre naturalmente por meio de processos enddgenos,
durante a realizacdo do metabolismo celular, e exdgenos, como a exposicdo a RUV, poluicédo e
pesticidas (HALLIWELL, 2011). O nao emparelhamento confere grande capacidade de reacédo
a estas moléculas, comportando-se como receptores ou doadores de elétrons e sua configuragéo
instavel confere propriedades especificas, como a alta reatividade e curto tempo de meia-vida
(YOUNG; WOODSIDE, 2001). Estas espécies sdo importantes para a manutencdo de muitas
funcdes fisioldgicas, atuando como ativadores do sistema imunolégico e receptores de cations
para o controle da acidose celular (VALKO et al., 2007).

Dentre as espécies reativas formadas, o radical hidroxila (OH¢), o superdxido (*O2°
) e o peroxido de hidrogénio (H20.), também conhecidos como EROSs, representam o0s
principais causadores de danos em macromoléculas, como lipideos, proteinas e acidos
nucléicos. Alteracdes na estrutura de qualquer uma destas biomoléculas podem interferir nas
funcdes fisioldgicas executadas pelas mesmas, induzindo processos patolégicos como cancer,
cardiopatias e envelhecimento precoce (MURAOKA; MIURA, 2003). As reagdes que
envolvem os EROs séo variadas e podem acontecer por abstragdo de hidrogénio, quebra de anel
aromatico e também por transferéncia de elétrons (CHO; MOON, 2010; LAZAR et al., 1989).
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2.2.2 Estresse oxidativo e agentes antioxidantes

O estresse oxidativo é definido como a geracdo em excesso e/ ou uma deficiéncia
na remocdo das EROs pelos sistemas antioxidantes intracelulares; que ocorre na cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial ou no reticulo endoplasmatico (MARITIM;
SANDERS; WATKINS, 2003).

Na pele, os principais efeitos das EROs estdo relacionadas ao envelhecimento e ao
aumento da rugosidade, devido a perda de elasticidade e da capacidade de retencdo de &gua
(JANG; REMMEN, 2009; PEREZ et al., 2009). Tais efeitos séo resultados dos danos induzidos
pelas EROs ao acido desoxirribonucleico (DNA), que promove alteracdes na estrutura e funcéo
de proteinas cutaneas como colageno, elastina e glicosaminoglicanos e em vias de expressdo de
genes, com 0 aumento da expressdo de metaloproteinases, o qual ocasiona a degradacdo do
coladgeno e ao acimulo de elastina (GODIC et al., 2014; HALLIWELL, 2011). Além de atuarem
de forma direta sobre diferentes moléculas, as EROs ativam vias metabdlicas alternativas que
contribuem ainda mais para os danos celulares, reduzindo as defesas antioxidantes
intracelulares (MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003).

Como mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, o corpo humano produz
antioxidantes enddgenos, como as enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e
catalase, as quais retardam ou impedem o processo oxidativo (ZHANG et al., 2014). Porém,
elas sdo insuficientes para combater as inimeras reacdes de oxidacdo, tornando-se necessaria a
utilizacdo de antioxidantes exdgenos, administrados através de dietas, suplementos, ou produtos
dermocosméticos (ALONSO et al., 2013).

Atualmente, a maioria dos antioxidantes exdgenos utilizados sdo provenientes de
produtos naturais como as isoflavonas da soja (MOTA et al., 2007; VALSECCHI et al., 2008),
fendis do 6leo de oliva (hidroxitirosol) (LEONARDIS et al., 2008) ou polifendis (epicatequina,
quercetina) (JAYAPRAKASHA; SAKARIAH, 2003). O uso de antioxidantes naturais,
polifendis e carotendides, em produtos cosméticos é bastante difundido, principalmente pela
eficacia em reduzir a geracdo de radicais livres, retardando o envelhecimento cutaneo (AZIZ;
AFAQ; AHMAD, 2005; BANDO et al., 2004; DARVIN et al., 2011; HUNG et al., 2008; LEE
etal., 2013).
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2.3 RESVERATROL

Substancias polifenolicas representam uma das maiores classes de metabolitos
secundarios presentes em plantas, formadas para proteger as mesmas do estresse fotossintético,
de EROs e de animais predadores. Devido a semelhancga estrutural e funcional com o estrégeno,
sdo considerados fitoestrogenos, com propriedades de defesa para o metabolismo celular,
através de sua atividade antioxidante e antiagregante (AVANTAGGIATO et al., 2015).
Quimicamente, os polifendis sdo compostos que apresentam em sua COMPOSICA0 grupos
hidroxila ligados diretamente a um anel aromatico, podendo conter derivados funcionais como
ésteres e glicosideos (VIOLI et al., 2015). Entretanto, como um grande nimero de moléculas
apresentam estrutura polifendlica, essas substancias sdo agrupadas em diferentes classes em
funcdo do nimero de grupamentos fenolicos e dos elementos estruturais que se ligam a estes
anéis. As classes incluem os &cidos fendlicos, flavondides, lignanas e estilbenos (MANACH et
al., 2004).

Os estilbenos sdo compostos bioativos com a estrutura quimica caracterizada pela
presenca de dois anéis benzénicos ligados por uma por¢do de isopropileno, que forma uma
estrutura compacta separada por uma dupla ligacéo. O resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno) é
0 composto mais relevante dessa classe, sendo isolado pela primeira vez em 1940, a partir das
raizes do heléboro branco (Veratrum grandiflorum) e, posteriormente, em 1963, a partir das
raizes de Polygonum cuspidatum, uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa e
japonesa. Apesar de ser encontrado no amendoim, amora, eucalipto e péssego, o resveratrol tem
como principal fonte de obtencdo a uva (HUANG; MAZZA, 2012; SEBASTIA et al., 2012).
Em algumas espécies de plantas, a biossintese desse composto € via rota dos fenilpropandides,
utilizando quatro enzimas: fenilalanina amdmioliase (PAL); 4-hidroxilase &cido cinamico
(C4H); 4-coumarato: Coenzima A ligase (4CL); e estilbeno sintase (STS, também chamada de
resveratrol sintase). As duas primeiras enzimas PAL e C4H transformam o aminoécido
fenilalanina para &cido p-coumarico. A terceira enzima 4CL liga o &cido p-coumarico ao grupo
panteteina da Coenzima-A para produzir 4-coumaril-CoA. A Ultima enzima da via, a STS,
catalisa a condensacdo entre uma molécula de 4-coumaril-CoA e trés moléculas de malonil-
CoA, formando o resveratrol (Figura 3) (HALLS, YU, 2008).
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Figura 3 — Rota biossintética do resveratrol.
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PAL: fenilalanina am6mioliase; C4H: 4-hidroxilase acido cinamico; TAL: ; 4CL: 4-coumarato:
Coenzima A ligase; STS: estilbeno sintase.
Fonte: adaptado de HALLS; YU, 2008.

Por ser um composto lipofilico (coeficiente de particdo igual a 3,40), soluvel em
etanol (50 mg mL1) e em DMSO (16 mg mL™?), sua baixa solubilidade em agua (3 mg 100 mL"
1Y o classifica como “praticamente insoluvel” (KRISTL et al., 2009). Apesar de tal
caracteristica, ele apresenta alta permeabilidade e, por isso, é considerado um composto de
classe Il pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995).

Estruturalmente, sua molécula possui dois isbmeros: cis-(Z)- e trans-(E)-resveratrol
(Figura 4). Devido a sua conformag&o, o isdbmero cis- é a forma mais estavel, porém o isomero
trans- é considerado mais ativo biologicamente (FULDA, 2010; RIUS et al., 2010). Quando
protegido da luz, trans-resveratrol é estavel por até 28 dias, armazenado em pH 1-7, enquanto
sua forma cis- é estavel apenas em pH neutro fora do contato com a luz (TRELA;
WATERHOUSE, 1996). Outros estudos envolvendo a fotossensibilidade dessa molécula
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revelam que entre 80 a 90% do trans-resveratrol presente em solucéo é convertido para seu
isbmero cis-, quando exposto a luz por 1 h (VIAN et al., 2005).

Figura 4 — Isdbmeros estruturais do resveratrol.
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Fonte:BAUR; SINCLAIR, 2006.

Inicialmente, essa fitoalexina despertou pouco interesse até que, em 1992, postulou-
se que ela poderia explicar o efeito cardioprotetor do vinho tinto na populagdo francesa,
fendmeno designado como “Paradoxo Francés” (RENAUD; DE LORGERIL, 1992). Tal fato
foi constatado através de estudos epidemioldgicos que descrevem uma relacdo entre o baixo
indice de doencas cardiovasculares na populagdo francesa (apesar de uma dieta rica em
gorduras saturadas) e o consumo diério de doses moderadas de vinho tinto (KOPP, 1998). Na
ultima década, um crescente numero de estudos avaliaram seus potenciais efeitos benéficos a

salde, com mais de 6437 publicacGes entre 0s anos de 1940 e 2014 (Figura 5).
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Figura 5 — Descricgdo grafica das publicacfes relacionadas ao resveratrol entre os anos de
1940 a 2014.
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Fonte: adaptado de SINGH; PAI, 2014.

Entre os beneficios desta fitoalexina, destacam-se seus efeitos cardioprotetores,
anti-inflamatoérios e neuroprotetores (UDENIGWE et al., 2008; KELKEL et al., 2010;
CATALGOL et al., 2012; RAEDERSTORFF et al., 2013; PANGENI et al., 2014; YANG et
al., 2014), além de aumentar a resisténcia ao estresse e prolongar a expectativa de vida de varios
organismos, sejam eles leveduras (HOWITZ et al., 2003) ou vertebrados (BAUR; SINCLAIR,
2006; VALENZANO et al., 2006). Seu efeito quimioprotetor é relacionado com a inibi¢do da
atividade da enzima quinona redutase-2, que aumenta a expressdo de enzimas antioxidantes
responsaveis pelo aumento da resisténcia celular ao estresse oxidativo (BURYANOVSKYYY et
al., 2004). O resveratrol auxilia no aumento da atividade da enzima SIRT1, o que resulta na
prolongacdo da longevidade devido ao combate ao estresse celular (AMRI et al., 2012). Ele
também regula a expressdo de genes como 0 BRCAL, um gene oncossupressor presente em
celulas mamarias, devido a sua similaridade quimica com o dietilstilbestrol (LE CORRE et al.,
2004; KUNDU; SUHR, 2008).

Quando aplicada topicamente, essa molécula demonstra diversas propriedades, a
saber: atividades antiproliferativa e quimiopreventiva contra a carcinogénese cutanea (AZIZ;

AFAQ; AHMAD, 2005), protecdo solar contra danos causados pela exposicdo a RUV
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(POLONINI et al., 2013), atividade antifingica contra dermatofitos e o virus da herpes simplex
(DOCHERTY et al., 2004; CHAN, 2002). Os efeitos quimiopreventivos proporcionados pelo
proteinas inibidoras da apoptose e dos eventos associados a esse efeito (AZIZ; AFAQ;
AHMAD, 2005). Uma significante inibi¢do na incidéncia do tumor e um atraso no inicio da
tumorigénese foram evidenciados em animais que receberam tratamento tdpico com resveratrol
(25 ou 50 uM) antes ou apos a exposicdo a RUV (AZIZ; AFAQ; AHMAD, 2005).

Outra caracteristica que torna interessante a incorporacdo dessa molécula em
produtos topicos e transdérmicos é sua atividade contra o estresse oxidativo, que possui um
papel critico em uma variedade de desordens cutaneas. Primeiramente, sua capacidade
antioxidante esta intrinsicamente relacionada a sua estrutura, visto que seu grupo p-hidroxi e a
posicao de suas hidroxilas apresentam a habilidade em sequestrar radicais livres e evitar o ciclo
pré-oxidante (KOVACIC; SOMANATHAN, 2010; STOJANOVIC; SPRINZ; BREDE, 2001).
Além disso, o resveratrol consegue prevenir os danos causados pelo estresse oxidativo induzido
por peroxido de hidrogénio e RUV, como demonstrado em varios sistemas in vitro utilizando
culturas de fibroblastos e queratindcitos (JAGDEO et al., 2010; LIU et al., 2011; SEVE et al.,
2005; VITALE et al., 2013). Adicionalmente aos seus efeitos intrinsecos, o resveratrol
consegue modular, em nivel celular, um grande nimero de rotas fisioldgicas, principalmente
aquelas que regulam a protecéo contra o cancer e a senescéncia celular (KASIOTIS et al., 2013;
NDIAYE et al., 2011). Em modelos animais, ele promove efeitos protetores contra danos
ambientais, como edema cutéaneo, inflamacéo e hiperplasia causadas por exposi¢cdo a RUV
(AZIZ; AFAQ; AHMAD, 2005). A presenca de supostos receptores para resveratrol na
epiderme também sugere alguma forma uma protecdo contra o estresse oxidativo
(BASTIANETTO et al., 2010). Soeur e colaboradores (2015) demonstraram que em culturas
primarias de queratindcitos humanos ou em modelos de pele humana reconstituida, o
resveratrol ativa a via do Nrf2 em doses ndo tdxicas, entre 20 a 100 uM, promovendo aumento
de defesas enddgenas presentes na pele que garantem a protecdo contra os efeitos toxicos
induzidos pelo estresse.

Apesar de excelentes propriedades bioldgicas, a aplicacao terapéutica do resveratrol
permanece muito limitada, apresentando moderados efeitos farmacoldgicos quando tais estudos
sdo extrapolados para humanos (BAUR; SINCLAIR, 2006). Como explicacGes, tém-se suas
propriedades labeis, como a rapida oxidacao e a fotossensibilidade, que contribuem para o seu
baixo tempo de meia-vida (aproximadamente 8 — 14 min) (BAUR; SINCLAIR, 2006; DAS;

NG, 2011) e sua baixa biodisponibilidade sistémica, devido ao rapido metabolismo de primeira
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passagem, sendo extensivamente biotransformado em sua forma hidrogenada e sulfatada
(MARIER et al., 2002; MURAKAMI, 2014).

Portanto, 0 aumento da biodisponibilidade do resveratrol em sitios de acdo
especificos € um passo essencial para 0 sucesso do seu potencial terapéutico. Com isso, 0
desenvolvimento de novas formulagdes, principalmente com a utilizagdo da nanotecnologia,
vem se consolidando com o crescente nimero de depdsito de patentes contendo carreadores de

ativos convencionais ou nanoestruturados (Tabela 1).



29

Tabela 1 — Patentes encontradas na quais constam a incorporacao do resveratrol em

formulacGes

Numero da Patente Formulagdo Propésito Referéncia

Carreadores Entrega do resveratrol
US 2014/ 0073616 Al MARDER, 2014

nanoestruturados atraves da pele
] Tratamento contra a PIFFERI; ANZAGHI;
US 2014/0116386 Al Fosfolipideos _
senescéncia celular STEFLI, 2014
Uso em cosméticos ou

US 2010/ 0297199 Al Nanoemulséo DUAN; ZHOU; YAN, 2010

medicamentos

EP 1829 452 Al

Microemulsdo

Aumento da
estabilidade e
solubilidade do

resveratrol

MIQUEL, 2007

WO 2010102245

Dispersao sélida

Aumento da
estabilidade e
solubilidade do

resveratrol

SAXENA et al., 2010

WO 2013056298

Membrana

sublingual

Evitar o metabolismo
de primeira passagem/
Aumentar a
estabilidade do

resveratrol

GRANT; LINDBECK, 2012

CN 102614091 A

Carreador lipidico

nanoestruturado

Aumento da
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2.4 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia € a ciéncia que lida com a matéria na escala do bilionésimo do
metro (10° m é igual a 1 nm) e caracteriza-se como o estudo da manipulagio dessa matéria na
escala atdmica e molecular. O componente fundamental para o desenvolvimento de uma
nanoestrutura sdo as nanoparticulas (NP), definidas como qualquer material que possua pelo
menos uma de suas dimensdes menor do que 100 nm, e cujo tamanho de sua estrutura esteja
entre 1 a 1000 nm (ISO, 2008).

O uso de terapias baseadas nesses sistemas tem como objetivo transportar os ativos
até o local especifico de acdo e entrega-lo com uma dose terapéutica efetiva (BARUA,
MITRAGOTRI, 2014). No caso de sistemas de liberacdo de ativos, as NP sdo ferramentas
emergentes que demonstram grandes vantagens quando comparadas as tecnologias classicas, a
saber: i) dissolucdo de ativos em solugfes aquosas acima do seu limite de solubilidade; ii)
promover a estabilidade do ativo; e iii) diminuicdo da toxicidade, visto que evita a flutuacdo de
niveis plasmaticos do ativo administrado; iv) maior eficicia terapéutica, por meio da liberacao
prolongada do ativo e V) incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas (de dificil absorcao)
quanto de lipofilicas, aumentando a biodisponibilidade (PEER et al., 2007; WANG et al., 2008;
PANDEY et al., 2013).

A utilizacdo desses nanosistemas apresenta um elevado potencial terapéutico para
seu uso em formulacdes topicas e transdérmicas, pelo fato de a pele exibir uma grande area de
superficie para aplicacdo (PRAUSNITZ; MITRAGOTRI; LANGER, 2004). Além disso, a
barreira cutdnea ndo é permeavel para a maioria dos compostos e as NP podem utilizar de
diversos caminhos do tecido cutdneo para exercer seus efeitos (Figura 6) (JENSEN;
PETERSSON; NIELSEN, 2011; PROW et al., 2011).
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Figura 6 — Locais para a entrega de principios ativos por meio de nanoparticulas através da

pele.
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A entrega do principio ativo na pele a partir das nanoparticulas acontece em trés grandes areas: A)
superficie do estrato corneo (EC); B) rugas; e C) foliculos pilosos.
Fonte: adaptado de PROW et al., 2011.

Os nanocarreadores convencionais, como as NP poliméricas ou lipossomas,
apresentam limitacGes quanto as aplicacdes industriais, por exemplo, problemas com a
estabilidade fisica dos lipossomas, falta de regulamentos aceitos para 0 uso da maioria dos
polimeros disponiveis e a auséncia de equipamentos que permitam a producdo em larga escala
(MITRI et al., 2011). Desta forma, o uso de sistemas de carreamento utilizando lipideos séo
promissores, uma vez que os lipideos séo conhecidos como promotores de permeacdo cuténea,
além de serem biodegradaveis e de composicao semelhante a fisiolégica, produzirem NP com
tamanho reduzido e permitirem a protecdo contra a degradacdo e modificagdo da taxa de
liberacdo do ativo incorporado (POUTON, 2006; PALLERLA; PRABHAKAR, 2013). A
classificacdo das preparaces de NP lipidicas consiste em: i) nanoemulsdes (quando utiliza-se
lipideo liquido em temperatura ambiente); ii) nanocarreadores lipidicos (quando ha uma mistura
de lipideo liquido e solido) e iii) nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) (quando o lipideo é
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solido em temperatura ambiente) (WISSING; KAYSER; MULLER, 2004). Uma vez que a
matriz lipidica das NLS apresentam uma similaridade estrutural com os lipideos presentes na
pele, tais sistemas de carreamento de ativos podem ser considerados excelentes sistemas topicos
e transdérmicos (ZHAI; ZHAI, 2014).

2.4.1 Nanoparticulas Lipidicas Solidas

As NLS foram desenvolvidas nos anos 1990, por Miiller e Lucks (1996) ao
patentearem um metodo de producdo de NLS por homogeneizacdo a alta pressdo (MARCATO,
2009). O tamanho das particulas varia de 150 a 300 nm, porém valores até 1 um sdo aceitos
para aplicacdes especificas (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012; MULLER; SHEGOKAR;
KECK, 2011). Com o objetivo de ser um sistema alternativo de encapsulacdo de principios
ativos em relagdo aos sistemas coloidais tradicionais, tais como emulsdes, nanoemulsdes e
lipossomas, as NLS sdo preparadas através da substituicdo do lipideo liquido (6leo) de emulsdes
6leo/ &gua (O/ A) por um lipideo ou mistura de lipideos sélidos e estabilizada por um tensoativo
(Figura 7) (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; SOUTO et al., 2011). Esta solidez
caracteristica dos lipideos confere menor mobilidade aos ativos nele incorporado, podendo
sustentar ou até controlar a velocidade de liberacio destas substancias (MEHNERT; MADER,
2001). Quando comparadas com outros sistemas coloidais, as NLS apresentam algumas
vantagens como: i) maior estabilidade fisico-quimica do ativo incorporado; ii)
biocompatibilidade; iii) liberacdo controlada do ativo; iv) métodos de producdo sem uso de
solvente organico; v) facil producdo em escala industrial; e vi) esterilizacdo (DETONI et al.,
2012; MEHNERT; MADER, 2001; YANG et al., 2014).
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Figura 7 — Representacdo esquematica de diferentes sistemas carreadores de ativos.

A

Lipossoma Nanoemulsio Nanoparticula Lipidica
Sélida
(A) Lipossomas; (B) Nanoemulséo e (C) Nanoparticula Lipidica Sélida.
Fonte: MULLER et al. (2000).

Os lipideos mais utilizados na obtengdo de NLS geralmente s&o os glicerideos (tri
e monoestearato de glicerila), acidos graxos de elevado ponto de fusdo, como o estearico e 0
palmitico, esterois (colesterol) e ceras (palmitato de cetila). Os lipideos que cristalizam em
formas altamente organizadas, tais como os triacilglicerdis, constituidos por um dnico tipo de
acido graxo, originam sistemas com poucos locais para acomodar as substancias ativas,
induzindo sua expulsdo da matriz lipidica s6lida. Como o farmaco se localiza entre as cadeias
lipidicas e nas imperfei¢des dos cristais, a alta organizagao dos cristais diminui a eficiéncia de
encapsulacdo (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MULLER et al., 2007). As misturas de
acidos graxos com diferentes pontos de fusdo formam estruturas com muitas imperfeicoes,
originando NLS com maior capacidade para incorporar as substancias ativas (SOUTO et al.,
2011).

A preservacdo do arranjo de lipideos durante a estocagem até a administracdo das
NLS proporciona uma liberacdo controlada do farmaco encapsulado. Durante o processo de
estocagem, os lipideos podem se cristalizar e se reorganizar em formas de menor energia, mais
estaveis (forma ), expulsando o ativo que estava localizado nas imperfei¢des dos cristais, o
qual ndo serd4 protegido contra a degradacdo e nem tera uma liberacdo controlada
(BATTAGLIA; GALLARATE, 2012).

Diversos tensoativos sao utilizados para estabilizar a dispersdo da fase lipidica e
evitar a agregacao das particulas. Sdo compostos biocompativeis, aniénicos, catidnicos ou ndo

ibnicos, tais como: sais biliares (taurodeoxicolato), lecitinas e copolimeros do polidxidoetileno
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(PEO) e polioxidopropileno (PPO) (poloxamer) (MEHNERT; MADER, 2001; WONG et al.,
2007). Dentre eles, uma classe que se destaca é a de poloxameros, conhecidos comercialmente
como Pluronic®, sendo o Pluronic®F-127 um dos principais representantes dessa classe, devido
a sua potencial aplicacdo na area biomeédica (Figura 8) (KABANOV; BATRAKOVA,;
ALAKHOQV, 2002; ALEXANDER et al., 2013). Ele consiste em um tribloco de copolimero,
em que os mondmeros de PEO e PPO estdo organizados como PEO100PPO70PEO100. Em
solvente aquoso, por causa da relativa diferenca de hidrofobicidade entre os monémeros,
formam-se estruturas micelares , sendo que a por¢do de PPO funciona como o ndcleo
hidrofébico para a incorporacdo de ativos lipofilicos, enquanto a por¢cdo PEO previne a
adsorcdo e agregacdo das NPs (ALMEIDA et al., 2012). Em concentra¢cbes moderadas e a
temperatura ambiente, solugdes micelares de Pluronic® F-127 sdo encontradas na forma liquida
desordenada. Apd6s aumento da temperatura, 0 nucleo micelar comeca a se desidratar,
resultando em uma mudanca de entropia para um estado ordenado de gel cristalino
(ALEXANDER et al., 2013). Formulagdes contendo esse tribloco de copolimero podem ser
administradas por via topica, visto que as micelas geleificam e a liberacéo controlada do ativo
¢ atingida pela difusdo lenta do mesmo através dos canais aquosos presentes na micela
(SHARMA et al., 2008; NIE et al., 2011).

Figura 8 — Estrutura do Pluronic® F-127.

HO CH;CH,0 CH,CHO CH,CH;O H

100 CH3 65 100

Polidxidopropileno Polioxidoetileno Polioxidopropileno

Fonte: adaptado de KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002,

2.4.2 Tecnicas de preparo de NLS

As NLS podem ser preparadas por diversas técnicas, e estas, por sua vez, interferem

em diversas caracteristicas das particulas, como a sua morfologia. A seguir estdo descritas as

principais técnicas utilizadas no preparo de NLS.
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2.4.2.1 Homogeneizagao por alta pressao

Esta técnica tem a vantagem de proporcionar étimas condi¢fes para transposicao
de escala e também de ndo ser necessario o uso de solventes organicos. O uso desta técnica
pode ser a frio ou a quente (PARDEIKE et al., 2009). O homogeneizador de alta presséo possui
um pistdo, no qual o liquido é empurrado sob alta presséo (100 — 2000 Bar) por um orificio com
diametro micrométrico, acelerado em uma pequena distancia a uma alta velocidade (acima de
100 km h1). Esta colisdo possibilita a formacéo de particulas com didmetros nanométricos,
devido as forcas de cavitacdo que rompem as goticulas (MEHNERT; MADER, 2001).

Na homogeneizacgéo a quente, o farmaco € dissolvido ou disperso no lipideo fundido
e estes sdo adicionados em uma solucdo aquosa com tensoativos, dando origem a uma pré-
emulsdo, a qualé colocada no homogeneizador e submetida a alta pressao. A nanoemulsao é
posteriormente resfriada e com isso o lipidio se solidifica, dando origem as NLS (SOUTO et
al., 2011). Na homogeneizacéo a frio, é utilizado o lipideo no estado sélido. Nesta técnica, a
substancia ativa é dissolvida ou dispersa no lipideo fundido, e em seguida esta mistura é
solidificada em gelo seco ou nitrogénio liquido, depois moida e o0 p6 é disperso em uma solucao
com tensoativos e, entdo, submetida & homogeneizacdo (DEMIREL et al., 2001; MARCATO,
2009).

2.4.2.2 Microemulsdo

As NLS preparadas a partir desta técnica sdo produzidas vertendo-se uma
microemulsdo quente O/ A em agua gelada, seguido de forte agitacdo e retirada do excesso de
agua por liofilizacdo ou ultracentrifugacdo (WISSING et al.,, 2004). A fase interna da
microemulsdo deve ser composta por lipideos de baixo ponto de fusdo. Portanto, quando a
mesma entra em contato com a agua gelada, as nanogotas lipidicas sofrem cristalizacéo,
formando as NLS (MARENGO et al., 2000).

2.4.2.3 Ultrassonicacao
No método de ultrassonicacdo, as particulas sdo formadas por ondas ultrassonicas

gerando cavitacdo em liquidos. Quando um liquido é submetido ao processo de sonicagdo com

alta intensidade, as ondas sonoras se propagam no meio liquido, ocorrendo uma alternancia de
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ondas sonoras de alta e baixa pressdo geradas pelo ultrassom. Na fase de baixa pressao e alta
intensidade, as ondas criam bolhas de vacuo, e elas aumentam de didmetro até que ndo
conseguem mais absorver energia, e atingindo a fase de alta pressao, elas sao comprimidas até
implodirem (MULLER; MADER; GOHLA, 2000). O tempo de sonicagdo pode prejudicar
substancias termolabeis e/ou volateis porque a temperatura tende a aumentar conforme maior
for o tempo de sonica¢do. Uma outra desvantagem € a contaminagao da amostra pelo metal da
haste do sonicador, que libera titanio. Isto pode ser resolvido centrifugando a amostra,
precipitando o titanio (MAA; HSU, 1999).

2.4.3 Métodos para a caracterizacdo de NLS

A caracterizacdo das NLS é uma das etapas mais importantes durante a etapa de
pesquisa e desenvolvimento. Todas as informacBes coletadas nesta etapa sdo Uteis para a
aplicabilidade deste sistema de liberacdo. As técnicas utilizadas na caracterizacdo sao:
determinacdo do tamanho e do potencial zeta da NLS, avaliacdo morfologica, eficiéncia de

encapsulacao e avaliacdo da estabilidade em funcéo do tempo.

2.4.3.1 Tamanho de particula

O tamanho de particula (TP) das NLS depende de varios fatores, como: i) método
de preparacdo; ii) natureza e concentracao do polimero e do ativo incorporado; iii) concentracdo
do lipideo na solucdo organica; e iv) velocidade de agitagdo (LEGRAND et al., 1999).

Para a determinacdo do diametro hidrodindmico médio e da distribuicdo do
tamanho, usualmente utiliza-se 0 método de espalhamento dinamico de luz (do inglés, Dynamic
Light Scattering, DLS), também conhecido como espectroscopia de correlacdo de fotons. Este
método é baseado no movimento Browniano, no qual as particulas em suspensdo estdo em
movimento permanente e se difundem em todas as direcdes. Tal movimentacdo causa o
espalhamento do feixe de luz incidente sobre as particulas, possibilitando a determinacdo do
didametro hidrodindmico das mesmas em suspensdo, sendo que seu valor pode ser influenciado
por camadas de tensoativos e/ ou camada de hidratacio (HOFFMANN et al., 1997,
RODRIGUES et al., 2003; JAGER et al., 2007). Esta técnica é utilizada somente para particulas
com diametro entre 3 nm até 1 um (HEURTAULT et al, 2003; UNER, 2006). Assim, a
intensidade da luz dispersa ir4 variar com o diametro das particulas e a velocidade dos

movimentos brownianos, sendo que as particulas menores tém um movimento mais rapido que
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as particulas maiores, e consequentemente dispersam menos luz (HEURTAULT et al, 2003).
Por isso, 0 termo de tamamho de particula (TP) é comumente utilizado para designar o didmetro
hidrodindmico médio das NPs.

Outro parametro importante é o indice de polidispercao (do inglés, Polidispersion
Index, Pdl), que fornece informagdes sobre o grau de homogeneidade de uma amostra. Este
valor pode variar de zero, quando todas as particulas presentes na suspensao apresentam o
mesmo tamanho, até um (1,0), quando o didmetro das particulas tem uma distribuicéo bastante
heterogénea (L1U; WU, 2010). Nanoparticulas lipidicas sdo consderadas homogéneas quando
do valor de Pdl € inferior ou igual a 0,30. Devido aos métodos de producédo, para NLS séo
aceitos valores mais elevados de Pdl, podendo chegar a valores iguais a 0,40 (BATTAGLIA;
GALLARATE, 2012).

2.4.3.2 Potencial zeta

O potencial zeta (PZ) avalia a carga superficial das particulas, a qual é influenciada
pelas mudangas que ocorrem na interface das NP com o meio dispersante. Isto se deve pela
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou pela adsorcao de espécies ibnicas
que estdo presentes no meio aquoso da disperséo (FLORENCE; ATWOOD, 2003). Ele pode
ser uma maneira efetiva de controlar o comportamento de NPs, pois indica mudangas no
potencial de superficie e na forca de repulséo entre as particulas (GREF; COUVREUR, 2006).

O PZ é calculado por medidas de mobilidade eletroforética que correspondem a
velocidade das particulas em suspensédo, quando submetidas a um campo elétrico. Quanto maior
a carga superficial, maior sera a velocidade com que as particulas se deslocam em direcdo aos
eletrodos de carga oposta. Esta velocidade € medida através da técnica de DLS.

A medida do PZ permite avaliar a estabilidade das dispersdes coloidais,
principalmente durante o periodo de estocagem. Em modulo, um valor de PZ relativamente alto
é importante para a estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes forgas
repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisdes ocasionais de NP adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Por isso, valores de PZ superiores ao mddulo de 30 mV,
sugerem suspensdes mais estaveis, devido a repulséo entre as particulas (LEGRAND et al.,
1999; POHLMANN et al., 2002; GREF; COUVREUR, 2006).

Como dito, os valores de PZ podem ser positivos ou negativos, dependendo da
natureza do polimero (SOPPIMATH et al., 2001). Os fosfolipideos, poloxamer (copolimeros

dos 6xidos de etileno e propileno) e os polimeros constituintes das NPs séo o0s principais
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componentes que podem afetar o PZ, por estarem envolvidos na formagdo do envoltorio e
adsorvidos a ele. Enquanto polimeros e lecitina favorecem uma carga negativa na interface, o
poloxamer, um tensoativo ndo-iénico, tende a reduzir, em valor absoluto, o PZ, devido a
estabilizacdo do sistema ocorrer por impedimento estérico, o que faz com que o PZ da
formulag&o apresente valor inferior ao modulo de 30 mV, ainda assim, garantindo a estabilidade
da suspensdo (WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

2.4.3.3 Avaliacdo morfoldgica

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) e a microscopia eletronica de
varredura (MEV) tém sido técnicas microscopicas bastante utilizadas na caracterizagdo de NLS,
pois fornecem informacdes fidedignas sobre o formato e o didmetro das particulas, bem como
a presenca de populacgdes heterogéneas (HALL et al., 2007).

Por utilizar pequenos comprimentos de onda dos elétrons, a MET consegue exibir
imagens com alta resolucédo. Ela é baseada na técnica em que um feixe de elétrons é emitido na
direcdo da amostra, o qual sofre diversos tipos de espalhamento dependendo das caracteristicas
da amostra. Imagens de campo claro sdao formadas por elétrons que sofrem pouco desvio,
equanto as de campo escuro sdo formadas por elétrons difratados pelos planos cristalinos do
material (KLANG; VALENTA; MATSKO, 2013).

Por meio da MEV, € possivel verificar a rugosidade e porosidade das particulas
(MAGENHEIM; BENITA, 1991). Nesta técnica, os elétrons sdo retroespalhados e os elétrons
secundérios sdo emitidos da superficie da amostra para formarem a imagem (HALL et al.,
2007).

2.4.3.4 Eficiéncia de encapsulacéo

A técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo é usualmente empregada para determinar
a guantidade de ativo associada as NPs, ou seja, determinar quanto do ativo utilizado para o
preparo do sistema realmente estd incorporado na NP. Para a realizacdo desta técnica, uma
membrana € utilizada, visando a separaracdo entre as fases aquosa e oleosa ou dispersa da
suspensdo coloidal. A concentracéo livre do ativo € determinada no ultrafiltrado e a fracdo de
ativo associada as nanoestruturas é calculada pela diferenca entre a concentragdo inserida inicial
e livre de ativo (KHERADMANDNIA et al., 2010; PRIYANKA; ABDUL; HASAN, 2012).
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2.4.4 Nanoparticula lipidica s6lida para aplicagédo topica

O uso de NLS como carreadores para produtos topicos ja é conhecido ha algum
tempo (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002; WISSING; KAYSER; MULLER, 2004). Os
efeitos oclusivos produzidos pela NLS séo resultados de seu pequeno tamanho e propriedades
adesivas das particulas, o que leva a formacéo de filmes na camada superficial da pele (Figura
9) (MULLER et al., 2007; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011; WISSING; LIPPACHER,;
MULLER, 2001). A formacao do filme reduz a perda de agua transepidermal e, possivelmente,
auxilia no aumento da hidratacdo da pele e em sua elasticidade (JENSEN; PETERSSON,;
NIELSEN, 2011). Além disso, o tamanho reduzido das particulas facilita o transporte de ativos
através da pele (UNER; YENER, 2007).

Figura 9 — Formagcdo do filme oclusivo de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) na pele.
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Fonte: adaptado de MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011.

Epiderme

Portanto, o uso de NLS em produtos topicos é promissor. Aliado a isto, o uso de
uma matriz lipidica com uma constituicdo balanceada de &cidos graxos, além de permitir uma
maior eficiéncia na encapsulacdo do ativo, pode promover um aumento na hidratacdo e,

consequentemente, na penetracdo do ativo na epiderme e derme.
2.5 THEOBROMA GRANDIFLORUM
O género Theobroma pertence a familia Sterculiaceae e é constituido por vinte duas

(22) espécies de arvores que crescem em florestas tropicais. Considerado como o principal fruto

da Amazonia, quando relacionado as outras culturas de frutas tropicais, o cupuagu (Theobroma
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grandiflorum) é uma arvore de médio porte, com altura compreendida entre seis a dezoito
metros, sendo naturalmente encontrada na regido Sul dos estados do Para, Maranhdo e
Amazonas (Figura 10) (FLECK; NEWMAN, 2012; HURST et al., 2002).

Figura 10 — Fruto e polpa de Theobroma grandiflorum (cupuagu).
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Fonte: FLECK; NEWMAN, 2012.

O fruto de cupuagu tem um didmetro de 10 a 12 cm e peso de 1 a 2 kg, contendo
cerca de 50 sementes por fruto. Ele é apreciado por sua polpa acida e fortemente aromatica, que
recobre as sementes. Por causa de seu sabor forte, a polpa da fruta ndo € consumida sozinha,
porém é largamente utilizada como ingrediente em produtos alimenticios, como sucos e
sorvetes e substitutivo do cacau em chocolates (STEINBERG; BEARDEN; KEEN, 2003).

As sementes do cupuagu representam uma fragdo significativa do fruto e
apresentam alto valor nutritivo (ROGEZ et al., 2004). Com cerca de 35 a 50 sementes por fruto,
correspondendo a 20% do peso deste, 0 seu processamento oferece muitas perspectivas para o
seu aproveitamento. Quando beneficiadas, as sementes de cupuacgu resultam na manteiga e na
torta, sendo a primeira bastante utilizada pela inddstria de cosméticos (HURST et al., 2002).

A manteiga de cupuagu, também conhecida como manteiga da semente de T.
grandiflorum, é um triglicerideo, com alto valor cal6rico, e uma composicao rica em alcal6ides

e lipideos, principalmente acidos graxos saturados e insaturados, que lhe conferem um baixo
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ponto de fusdo e aspecto sélido macio que funde rapidamente em contato com a pele (YANG
et al., 2003).

A capacidade da manteiga de cupuacgu penetrar na pele rapidamente, devido ao seu
baixo ponto de fusdo, é superior a manteiga de karité e lanolina, e sua alta capacidade de
absorcdo de agua (Figura 11), aproximadamente 210% superior a da lanolina, auxilia tanto na
estabilidade de emulsdes quanto em sua propriedade emoliente (FLECK; NEWMAN, 2012).

Figura 11 — Capacidade de retencao de agua.
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Fonte: adaptado de FLECK; NEWMAN, 2012.

Por causa de suas caracteristicas lipofilicas, ela diminui a perda transepidermal de
agua, 0 que promove a hidratacdo do tecido cutaneo, deixando-a mais elastica, macia e suave.
Além disso, ela protege contra RUV e tem a capacidade de regular as atividades da camada
lipidica da pele, auxiliando na homeostasia do tecido (FLECK; NEWMAN, 2012; YANG et
al., 2003).
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3 HIPOTESE

O desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas solidas inovadoras que utilizam
manteiga de Theobroma grandiflorum propicia uma maior estabilidade para o resveratrol,
potencializando sua atividade antioxidante e aumentando sua penetracdo nas camadas mais
profundas da pele.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Desenvolver e caracterizar nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) utilizando como
componente lipidico a manteiga de cupuagu para incorporar o resveratrol, visando a aplicacao
topica deste antioxidante, com a finalidade de aumentar a penetracdo cutanea e seu potencial

terapéutico.

4.2 Especificos

e Caracterizar qualitativamente e quantitavivamente os componentes da manteiga

de cupuacu, por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo (CG-AR);

e Desenvolver NLS controle (C-NLS) e contendo o resveratrol (R-NLS);

e Caracterizar as NLS obtidas quanto ao tamanho de particula, indice de

polidispercdo, potencial zeta, morfologia e eficiéncia de encapsulacéo;

e Auvaliar a estabilidade das NLS produzidas;

e Auvaliar in vitro a atividade antioxidante das NLS, comparando-a com uma

solucdo etanolica de resveratrol (SER);

e Avaliar in vitro o perfil e a cinética de liberacdo do resveratrol a partir da R-
NLS;

e Avaliar ex vivo a penetracdo cutanea do resveratrol a partir da R-NLS, utilizando

modelo experimental com pele humana e

e Auvaliar in vitro a citotoxicidade das NLS em linhagem celular de queratindcitos
humanos (HaCaT).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 REAGENTES E MATERIAIS

A acetonitrila (ACN) utilizada na preparacao da fase mével foi grau CLAE, (Sigma-
Aldrich, EUA). O cloreto de sodio (NaCl), cloreto de célcio (CaCly), sulfato de magnésio
(MgSO4) e fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) foram todos obtidos do mesmo
fornecedor (Sigma-Aldrich, EUA). A agua ultrapura obtida em um sistema Direct-Q® 3 UV
(Millipore, Alemanha) (18,2 MQ cm de resistividade a 25 °C ¢ < 10 ppb de carbono organico
total) foi utilizada em todos os experimentos. Resveratrol, 98% de pureza, foi adquirido da
JiAherb (China) e o Pluronic® F-127 da Sigma-Aldrich (EUA). A fase movel e o meio receptor
foram filtrados a vacuo em filtros de celulose de 0,45 um (Sartorius, Alemanha) e
degaseificados utilizando ultrassom (Unique, Brasil) por 30 min antes do uso. Para os estudos
de cultura celular, o dimetilsulfoxido (DMSO) foi obtido da Synth (Brasil). O Soro fetal bovino
(SFB), a penicilina, a estreptomicina e o0 meio DMEM foram adquiridos da Invitrogen (EUA).
O brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), bicarbonato de sodio e o
acido N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico] (HEPES) foram adquiridos pela
Sigma Chemical Co. (EUA). Células de queratindcitos humanos (HaCaT) foram gentilmente
doadas pelo Laborat6rio de Substancias Antitumorais, da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

5.2 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

5.2.1 Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo

Uma aliquota da manteiga de cupuacu foi submetida a analise para a determinagédo
qualitativa e quantitativa de seus compostos por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo (CG-
AR) equipado com detector de ionizador de chamas. Foi utilizada coluna capilar da HP-
INNOWax, com 15 m de comprimento e 0,25 mm de didmtero interno. O hidrogénio foi
utilizado como gés de arraste, com um fluxo constante de 2 mL min™, temperatura inicial do
forno de 80 °C (1 min), e rampa de 7 °C min* até temperatura final de 240 °C. O injetor foi
utilizado no modo split (1/50) a 250 °C e o detector na mesma temperatura. As amostras foram

diluidas em cloroférmio 0,5% e o volume de injecdo foi de 1 pL. A identificagdo dos
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componentes quimicos foi baseada no tempo de retencéo da amostra e uma mistura de n-alcanos
de C10— C18 (CHRISTIE; HAN, 2010).

5.2.2 Quantificacdo do resveratrol por CLAE

As andlises por CLAE para a quantificacdo do resveratrol foram realizadas em um
sistema cromatografico Shimadzu SPD-10 AV (Japao) composto por: bomba quaternaria (LC-
10 AT), detector DAD (SPD-M10 A) e injetor automatico (SIL-10 AF). As separacgdes
cromatogréaficas foram obtidas utilizando colunas de octadecilsilano (C18) — 250 x 4,6 mm,
particulas de 5 um da ACE® (Escdcia).

A quantificacdo foi feita utilizando metodologia ja desenvolvida e validada no
laboratério NIQUA (ALMEIDA et al., 2014), conforme a Resolu¢do RE n. 899, de 29 de maio
de 2003, que regulamenta a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos no Brasil. A fase
movel utilizada foi uma mistura de ACN e agua (55:45, v/ v), com um fluxo de 1,2 mL min™,
volume de injecdo de 25 pL e detecgdo no UV a 307 nm. Uma curva de calibracédo foi obtida
proveniente da andlise de diferentes concentrages de resveratrol (0.5 - 80 pug mL?), em
triplicata, para a determinagédo da seletividade (interferéncia dos componentes da NLS) do

método.

5.3 PREPARO DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

As NLS foram preparadas pelo método homogeneizacdo por alto cisalhamento
(NEVES et al., 2013), com algumas modificacdes (Figura 12).
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Figura 12 — Preparo das nanoparticulas lipidicas solidas por meio da técnica de

homogeneizagéo por alto cisalhamento.

Fase Organica { Fase Aquosaj

1. Manteiga de cupuagu (C-NLS) Phuronic® F-127 —G‘?N
2. Manteiga de cupuagu + Agua )
+ Resveratrol (R-NLS)
Ultra-Turrax
dgp )
Ultrassom

J \/ 4

Aquecimento 5-10°C

'T\Ponto de Fusdo
NLS: nanoparticulas lipidicas sélidas; C-NLS: NLS controle (sem ativo); e R-NLS: NLS contendo
resveratrol.

Fonte: o autor.

A fase organica (FO), composta pela manteiga de cupuacu (NLS controle — C-NLYS)
ou manteiga de cupuacu e resveratrol (R-NLS) foi aquecida a 45 °C. Em seguida, a fase aquosa
(FA) constituida de Pluronic® F-127, previamente aquecida na mesma temperatura, foi vertida
na fase oleosa. Ap0s esta etapa, essa dispersdo foi submetida a alta agitacéo (12.000 rpm) por
1 min (SilentCrusher M, Heidolph, Alemanha), seguida de uma irradiacdo ultrassénica (Vibra
Cell, Sonics, EUA) por 10 min com uma intensidade de 35%, auxiliado por uma ponta de
ultrassom (6 mm de diametro), formando a C-NLS e R-NLS (Tabela 2). As NLS preparadas
foram deixadas & temperatura ambiente para a solidificacdo do nucleo lipidico.

Tabela 2 — Composicdo das nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) contendo resveratrol.

C-NLS % (m/v) R-NLS % (m/v)
Composicdo Manteiga de cupuagu 1,00 Manteiga de cupuagu 1,00
Pluronic® F-127 0,70 Pluronic® F-127 0,70
Resveratrol 0,05

C-NLS: NLS controle, sem ativo (C-NLS); R-NLS: NLS contendo resveratrol.
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5.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

5.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

Amostras de C-NLS e R-NLS foram caracterizadas pelo TP, Pdl e PZ, utilizando o
equipamento Zetatrac (Microtrac, EUA). O TP e o Pdl foram determinados por meio da técnica
de DLS, como uma medida do comprimento da distribuicdo do tamanho das particulas. Os
valores de PZ foram determinados através da avaliacdo da mobilidade eletroforética, que foi
transformada em PZ pela equacdo de Smoluchowski. Antes da caracterizagdo, as amostras
foram diluidas (1:400, v/ v) em &gua ultrapura para promover uma intensidade adeugada de
espalhamento de luz. Os valores foram obtidos atraves do calculo da média de 5 leituras. As

medidas foram realizadas em triplicata, a temperatura ambiente.

5.4.2 Microscopia eletronica de transmissao

Previamente a analise por MET, as dispersdes de C-NLS e R-NLS foram diluidas
(1:5, v/ v) em &gua ultrapura e depositada sobre um grid de metal de cobre revestido com
carbono (CF 200-Cu, 300 mesh de cobre, EMS, EUA). A amostra foi seca em fluxo de
nitrogénio e deixada a temperatura ambiente por 12 h. As particulas foram visualizadas em uma
magnitude de 100.000 vezes em um microscépio eletrénico (MET JEM-1011, JEOL, EUA).

5.4.3 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada indiretamente por meio da
quantificacdo do resveratrol livre (ndo encapsulado) presente na FA das dispersdes. A R-NLS
foi diluida (1:200, v/ v) em agua ultrapura, para evitar o risco de deposicdo de cristais do ativo
na superficie da NLS, o que ocasionaria uma estimativa elevada do valor de EE (ARAUJO et
al., 2012). Para isso, o resveratrol livre foi separado do sistema utilizando o método de
ultrafiltracdo/ centrifugacdo (SOUTO; MULLER, 2006). Aliquotas (n=3) de 2 mL da supensio
de R-NLS diluida foram transferidas para unidades de filtragdo Amicon® (MWCO 10,000,
Millipore, Alemanha) e centrifugadas a 1.810 x g por 30 min (Eppendorf® 5810 R, Alemanha).
Ap0s a separacgdo, 50 uL do filtrado (ndo encapsulado) foram retirados e diluidos em 50 uL de
fase modvel para determinacdo da EE. As amostras foram analisadas por CLAE, conforme
método descrito previamente. A EE do resveratrol na NLS foi calculada como sendo a diferenca
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percentual entre a concentragdo de ativo presente na suspensdo (concentracdo total) e a
encontrada no filtrado (concentracéo livre), através da Equacéo 1:

Ctotal — Clivre
Ctotal

Eficiéncia de Encapsulacao (%) =

Em que: Crotat € Ciivre CcOrrespondem a concentracdo de resveratrol total no sistema e

concentracdo de resveratrol no filtrado.

5.4.4 Estudo de estabilidade de curto prazo

As amostras (C-NLS e R-NLS) (n=3) foram armazenadas em vials de vidro,
protegidos da luz, sob refrigeracéo (4 °C) por 30 dias e avaliadas fisico-quimicamente quanto
aos aspectos de TP, Pdl e PZ nos tempos 0 (preparo), 7, 15 e 30 dias de armazenamento.

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante da SER, C-NLS e R-NLS foi avaliada através do método
do 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (QIN et al., 2014). Quando um agente antioxidante é
adicionado a reacdo de DPPH, a mesma diminui sua absobancia. Aliquotas de 100 puL com
diferentes concentragdes de resveratrol (equivalentes entre 10 a 100 uM de resveratrol) foram
adicionadas a 100 pL de uma solucédo de 100 uM de DPPH dissolvido em etanol. Apds agitacao
em vortex e 30 min a temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbéncia foi lida a 517 nm.
Um valor de absorvancia baixo representa uma alta atividade antioxidante frente ao DPPH. A

atividade antioxidante foi calculada através da Equacéo 2:

A amostra — A controle

Atividade antioxidante (%) = ADPPH X100

Em que: Aamostra € 0 valor para a solugdo com a amostra mais 0 DPPH; Acontrole € 0 Valor da

amostra mais etanol e ApppH € 0 valor da solucéo etandlica de DPPH.
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Uma curva concentragdo-resposta foi calculada para cada amostra testada contendo
resveratrol. Os resultados foram expressos como concentracdo efetiva de 50% (CEsp), ou seja,
a quantidade de resveratrol (M) necessario para consumir metade do radical livre presente

(LM de DPPH). Quanto menor o valor de CEso, maior a atividade antioxidante da amostra.

5.6 PERFIL E CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Para a verificacdo da cinética de liberacdo do resveratrol através da R-NLS e da
SER, foram utilizadas células de difusdo vertical volumétricas (células de Franz) de 7 mL e
area de difuséo total de 1,86 cm?, com coleta automatica, prateleira agitadora com capacidade
para agitacdo calibrada de 6 células simultaneamente e banho de aquecimento com a mesma
capacidade, para aquecer as células por meio de seu sistema de camisa-de-agua (Microette Plus,
Hanson Research, EUA).

O meio receptor biorelevante, previamente validado por nosso grupo de pesquisa,
foi composto de uma solucdo aquosa de suor humano artificial (Tabela 3), que mimetiza as
condicdes da pele humana, adicionado de 10% de etanol para garantir as condi¢des sink em que

0 meio receptor ndo atue como uma barreira de absorgéo percutanea (FDA, 1997).

Tabela 3 — Composicdo do meios receptor biorelevante utilizado para estudos de cinética de

liberacdo in vitro do resveratrol.

Suor humano

Componente artificial
(mM)
NaCl 49,96
KH2PO4 7,50
CaCl> 0,15
MgSOs 1,00

NaCl: cloreto de sddio. KH,PO,: fosfato de potassio monobasico. CaCl,: cloreto de calcio. MgSOa:

sulfato de magnésio.

Ao compartimento doador foram adicionadas aliquotas uniformes de 200 uL de R-
NLS ou SER (equivalente a 90 pg de resveratrol) (n = 6 para cada formulacdo) e o
compartimento receptor foi preenchido completamente com o meio receptor adequado,

certificando-se de que ndo houvesse ar entre 0 meio e as membrana utilizada, posicionada entre
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0s dois compartimentos. Discos circulares de polisulfona de 25 mm de didmetro (Tuffryn, Pall
Corporation, EUA) foram utilizados como membranas artificiais, as quais foram previamente
lavadas com agua ultrapura para remocao de possiveis aditivos ou contaminantes e saturadas
com meio receptor por 30 min antes do experimento. O meio receptor permaneceu em agitacdo
constante a 600 rpm por meio de uma barra magnética, exceto nos periodos de coleta, e
mantidos a 32 £ 2 °C durante todo o experimento. As células foram entdo fechadas para
manutencdo de oclusdo por todo o experimento, com auxilio de uma bracadeira. Aliquotas do
meio receptor (1 mL) foram coletadas em intervalos regulares de tempo (0,5, 1, 2, 3, 4, 8, 12,
16, 20 e 24 h apos a aplicacdo das amostras) diretamente em vials para CLAE, e as células de
difusdo foram imediatamente repostas com o0 mesmo volume de meio, na mesma temperatura.
A concentracao de resveratrol foi devidamente corrigida em cada coleta em relacéo as diluicdes
ocasionadas pela reposicdo do meio. A concentracao de resveratrol em cada tempo de coleta
foi determinada utilizando CLAE, sendo a quantidade liberada de ativo no tempo t (Qeqi )

calculada usando a equacéo 3:

n-1

Qreal,t = Cmensurado,t V- V- z Ca

na qual Crensurado s € & CONcentracéo calculada no tempo t, ;. € o volume da célula de difuséo,

7, é o volume da aliquota coletada e C, é a concentragdo da aliquota.

Quantidades cumulativas de resveratrol (ug) liberadas por unidade de area de
superficie (cm?) foram plotadas em funcdo do tempo (h) para determinagdo dos perfis de
liberacdo. Modelos matematicos foram aplicados para determinacgdo da cinética de liberagdo.
Porcentagem cumulativa de resveratrol (%) versus tempo (h) foram plotadas para avaliar se a
liberacdo seguia cinética de ordem zero; Porcentagem cumulativa de resveratrol (%) versus a
raiz quadrada do tempo (+/t) para cinética de pseudo-primeira ordem (modelo de Higuchi); e o
log da porcentagem cumulativa de resveratrol (%) versus tempo (h) para cinética de primeira
ordem. Coeficientes de determinagao maiores que 0,99 foram considerados lineares. Para estes,
o fluxo em estado estacionario (Js) foi determinado a partir do coeficiente linear da curva
plotada para a porcentagem cumulativa de resveratrol versus tempo. O tempo de laténcia (TL)

representa o tempo necessario para que se atingisse o fluxo em estado estacionario.
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5.7 PENETRACAO CUTANEA EX VIVO

5.7.1 Pele humana

Amostras de pele humana excisadas da regido abdominal de uma pacientes do sexo
feminino que realizou cirurgia de abdominoplastia, com idade igual a 37 anos e sem doengas
cutaneas prévias foram obtidas para a realizacdo do estudo. A pele foi coletada imediatamente
apos a cirurgia e checada visualmente para a garantia de que estava integra a olho nu e inalterada
pelas condi¢Bes de remocdo cirurgica. Para transporte, cuja duracdo foi inferior a 30 min, a
mesma foi mantida em recipiente isotérmico a 4 °C. Ao chegar ao laboratério do NIQUA, a
gordura subcutanea e o tecido conectivo foram imediatamente removidos com o auxilio de
bisturi cirdrgico. A pele foi entdo lavada com agua corrente, embrulhadas em Parafilm
(Pechiney Plastic Packaging Company, EUA) e papel aluminio e armazenada a —80 °C até sua
utilizacdo (periodo de armazenamento inferior a 1 més).

Para os experimentos, a pele foi utilizada integra em sua espessura (full thickness).
Ela foi retirada do freezer 10 min antes do uso para descongelar, e entdo cortada em discos
circulares de 25 mm de didmetro, sendo posicionados sobre as células de Franz de maneira
aleatoria.

Este protocolo seguiu o Codigo de Etica da Associacdo Médica Mundial
(Declaracdo de Helsinki) e foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Juiz
de Fora (protocolo n°. 151.275).

5.7.2 Estudo de penetragdo cutanea ex vivo

O estudo de penetracdo cutanea foi realizado no mesmo equipamento descrito no
item 5.5. Todo o experimento foi desenhado de modo a mimetizar as condi¢des reais de uso
dos produtos em humanos. Os discos de pele foram posicionados entre 0s compartimentos
doador e receptor com o EC superiormente, e assegurando que nao fossem formadas bolhas de
ar entre a pele e 0 meio receptor. O compartimento receptor foi preenchido completamente com
0 meio receptor, o qual permaneceu em temperatura constante de 32 + 2 °C e agitagédo constante
a 600 rpm, exceto no periodo de coleta. Os discos de pele ficaram 30 min em contato com o
meio receptor para equilibrio da temperatura, e apés este periodo de tempo uma aliquota de 200
uL de SER ou R-NLS (equivalente a 90 pg de resveratrol) foi aplicada na superficie da pele.

Bracadeiras foram utilizadas para manter os sistemas fixos.
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Aliquotas do meio receptor (1 mL) foram coletadas em intervalos regulares de
tempo (0,5, 1, 2, 3, 4, 8 e 12 h ap0s a aplicacdo das amostras) diretamente em vials para CLAE,
e as células de difusdo foram imediatamente repostas com o0 mesmo volume de meio, na mesma
temperatura. A tubulacédo das células era rinsada com 1,5 mL de meio 30 seg antes cada coleta
para evitar interferéncia de coletas anteriores, periodo no qual a agitacdo era interrompida. A
concentracdo de resveratrol foi devidamente corrigida em cada coleta em relacdo as diluicoes
ocasionadas pela rinsagem e pela reposicdo do meio. A concentracdo de resveratrol em cada
tempo de coleta foi determinada utilizando CLAE, e cada experimento foi realizado em réplicas

de seis (n=6).

5.7.3 Retencédo do resveratrol na pele

Ap0s 0s experimentos de permeacdo, cada disco de pele foi retirado das células de
difusdo para analise da quantidade de resveratrol retido em suas camadas. Para tanto, o EC foi
separado da epiderme viavel mais derme (EP + D) pela técnica de tape stripping, por meio da
aplicacdo de 15 fitas adesivas (Durex®, 3M, Brazil) (ANDRADE et al., 2014). A EP + D foi
cortada em pequenos pedagdes com o auxilio de bisturi cirdrgico. Fitas adesivas contendo o EC
e a EP + D foram transferidas para tubos conicos de polipropileno individuais e imersas em 5
mL de fase movel, agitadas mecanicamente de forma vigorosa por 2 min e submetidas em
banho de ultrassom por 20 min a temperatura ambiente. O contetdo liquido de cada tubo foi
entdo individualmente filtrado em filtros de celulose de 0,45 um e transferido para vials de
CLAE para quantificacdo do resveratrol em solugéo. A concentragdo de resveratrol foi corrigida

para as diluicGes realizadas.

5.8 CULTURA CELULAR

A linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT) foi cultivada como uma
monocamada aderente em garrafas plasticas de cultura, contendo meio DMEM suplementado
com 10% de SFB inativado, 100 U mL™ de penicilina, 100 pg mL™ de estreptomicinae 10 mM
de HEPES, em pH 7,4, mantidas em estufa com atmosfera umidificada a 37 °C e com 5% de
CO.. A cada 2 ou 3 dias, as células eram passadas para novas garrafas e repostas com meio
novo. Antes da realizagdo de todos os experimentos, 0 nimero de células viaveis foi avaliado
pelo método de exclusdo do Azul de Trypan e a contagem realizada em camara de Neubauer
(FRESHNEY, 1987).
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5.8.1 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do método de MTT (MOSMANN,
1983). O MTT é um sal tetrazélio de cor amarela, que é reduzido a formazana, de coloragdo
azulada, pela atividade oxidativa das células, funcionando como um indicador da funcéo
mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular.

A linhagem celular de queratinécitos humanos (HaCaT) foram cultivadas em placas
de 96 pogos com densidade celular de 5 x 10* células mL™, com volume de 100 uL por pogo.
Decorrido o tempo de incubacdo, o meio de cultura foi trocado por um novo contendo 0s
tratamentos. Pocos em sextupliata foram tratados com resveratrol, C-NLS e R-NLS, em
concentragOes que variam entre 10 a 100 uM. As placas foram incubadas a 37 °C com 5% de
COo. Apos 24 h, 0o meio foi removido, e uma aliquota de 90 uL. de DMEM com 10 uL de solucéo
de MTT (5 mg mL™?) foi adicionada, seguida de um periodo de incubagéo de 3 h a 37 °C. O
precipitado de formazana formado foi dissolvido em 100 pL de DMSO e a absorvancia foi lida
a 570 nm, utilizando um leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo Scientific, EUA). O
grupo controle, contendo apenas meio DMEM, foi considerado como 100% de viabilidade
celular. A viabilidade celular foi determinada pela equacéo 4 (KWON et al., 2015):

A amostra

Viabilidade celular (%) = mX 100

Em que Aamostra € Acontrole € 0 valor da absorbancia obtida para a amostra e para o controle,

respectivamente.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média * erro-padrdo da média (EPM).
Para a caracterizacdo das NLS, a significacia estatistica foi determinada pelo teste t de Student.
Todos os outros experimentos foram analisados empregando a Analise de Variancia (ANOVA),
seguido do pos-teste de Tukey para comparagdes de grupos, usando o software PRISM 5.0

(GraphPad, EUA). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

6.1.1 Composi¢do quimica da manteiga de cupuagu

O primeiro passo para o desenvolvimento da NLS foi determinar a composicéo
qguimica da manteiga de cupuacu. Essa etapa foi crucial para o sucesso do nanocarreador
produzido, uma vez que a caracterizacdo da manteiga ajudou a auxiliar no planejamento e
delineamento experimental de todo o projeto e a definir qual a caracteristica ideal da NP
produzida para a entrega do ativo com atividade antioxidante na pele, a fim de aumentar a
penetracéo e a eficacia do mesmo.

Portanto, a caracterizacdo quimica qualitativa e quantitativa da manteiga de
cupuacu foi realizada empregando a CG-AR. De acordo com a Figura 13, foram identificados
nove acidos graxos por essa técnica cromatografica, correspondente a 99,7% de todos os
componentes presentes na manteiga. Os outros constituintes ndo apresentados estdo em

concentragdes inferiores & 1% na manteiga.

Figura 13 — Perfil cromatografico da manteiga de Theobroma grandiflorum (cupuacu).
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A Tabela 4 apresenta a concentracdo de cada componente da manteiga de cupuagu.
Interessantemente, esse lipideo apresentou uma composi¢do equilibrada em nimero de
compostos e em porcentagem de acidos graxos saturados (5 componentes e 54,2% dos acidos
graxos totais) e insaturados (4 componentes e 45,5% dos acidos graxos totais). Dentre 0s
lipideos com maior concentracéo, o acido oléico (AQO) apresentou-se como 0 mais concentrado
na manteiga (41,8%), seguido pelo acido estearico (AE) (34,4%) e pelo &cido araquidico (AA)

(10,9%). Os demais, apresentaram concentracdo abaixo de 10%.

Tabela 4 — Composicdo quimica da manteiga de Theobroma grandiflorum (cupuagu).

Composto %
C 14:0 — Acido miristico 0,30
C 16:0 — Acido palmitico 7,60
C 16:1 — Acido palmitoléico 1,00
C 18:0 — Acido estearico 34,40
C 18:1 — Acido oléico 41,80
C 18:2 — Acido linoléico 2,40
C 18:3 — Acido linolénico 0,30
C 20:0 — Acido araquidico 10,90
C 22:0 — Acido behénico 1,00
Total 99,70

Devido as caracteristicas lipofilicas, os acidos graxos sdo considerados como um
dos mais importantes promotores de penetracao cutanea, ou seja, S0 agentes quimicos capazes
de alterar a funcgdo barreira da pele de maneira reversivel e segura e auxiliar no aumento da taxa
de penetracdo de ativos, diminuindo o tempo de liberacdo dos mesmos no sitio de acdo
especifico. No caso da pele, os acidos graxos intracelulares que a compdem determinam uma
importante funcdo na manutencdo da propriedade de barreira do EC, formando uma camada
hidrofobica entre as células (GOLDEN; MCKIE; POTTS, 1987; SODDU et al., 2014). Logo,
um mudanca da quantidade de &cidos graxos na pele, através da adi¢do externa, pode levar a
uma perturbacdo na fungédo de barreira, que resultaria em um aumento da permeabilidade de
muitas substancias. Por este motivo, o AO € visto como um dos grandes responsaveis por esse
quesito. Acredita-se que este acido graxo aumenta a fluidez dos lipideos do EC, promovendo
alteracdes no empacotamento lipidico e aumentando a permeabilidade da membrana. Além
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disso, evidéncias apontam para a separacdo de fasescomo o provavel mecanismo de acéo do
AO, aumentando a permeabilidade transdérmica por meio da criagdo de uma fase mais
permeavel que coexiste com os lipideos enddgenos do EC (NOTMAN; ANWAR, 2013;
SALES-CAMPOS et al.,, 2013). Por outro lado, os &cidos graxos saturados (AE e AA)
aumentam a interacdo da NLS com o EC, auxiliando em uma penetracdo mais eficiente do

resveratrol e da NLS nas camadas da pele.

6.1.2 Quantificacdo do resveratrol por CLAE

Uma vez que o método de quantificacdo do resveratrol ja estava desenvolvido e
validado pelo nosso laboratdrio, procedeu-se a analise de diferentes concentracdes (0,5 - 80 pg
mL™) do resveratrol, em triplicata, para a obtencdo da curva de calibragio (y =152969x —
21816; R? = 0.9983). O limite de quantificacido (LQ) do método, que representa a menor
quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser determinada com preciséo e
exatidio aceitaveis sob as condices experimentais estabelecidas, foi igual a 1,88 ug mL™.

A especificidade, muitas vezes utilizada como um sinénimo de seletividade, define
a capacidade do método em detectar o analito de interesse na presenca de outros componentes
da matriz. A Figura 14 mostra os cromatogramas obtidos durante a analise de especificidade,
em que ndo foram observados interferentes no tempo de retencdo do resveratrol (1,29 min),
indicando que o método utilizado é adequado para a quantificacdo do resveratrol nos estudos

posteriores.
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Figura 14 — Cromatogramas obtidos para o resveratrol, utilizando-se 0 método previamente

desenvolvido para quantificagdo do mesmo, evidenciando sua especificidade e a ndo

interferéncia no método dos componentes da nanoparticula lipidica solida.
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A: resveratrol, solucéo padrdo; B: nanoparticula lipidica sélida controle (C-NLS); e C: nanoparticula

lipidica sélida contendo resveratrol (R-NLS).

6.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

Como passo inicial para a caracterizacao das NLS produzidas, o aspecto visual foi

analisado a fim de confirmar a presenca de um sistema homogéneo. As formulacdes de NLS

(C-NLS e R-NLS) apresentaram aspecto macroscépico opaco, perolado e com uma baixa

fluidez (Figura 15 A). A composicdo lipidica da manteiga pode ser responsavel por essas

caracteristicas, visto que a utilizacdo de misturas de lipideos com baixo ponto de fusao contribui
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para a diminuigdo da viscosisdade, além de estarem diretamente ligados a particulas com
tamanhos menores e homogeneamente distribuidas, fato este confirmado pelos resultados de

tamanho médio de particula demonstrados no histograma (Figura 15 B e 15 C).

Figura 15 — Aspecto visual e histogramas em intensidade do tamanho de particula das
nanoparticulas lipidicas solidas.
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A: NLS controle (C-NLS) e NLS contendo resveratrol (R-NLS); B: histograma de intensidade do
tamanho de particula de C-NLS; e C: histograma de intensidade do tamanho de particula de R-NLS.

Devido as caracteristicas reflexivas das NLS desenvolvidas, previamente a analise
de DLS, as particulas foram diluidas em agua ultrapura para evitar interferéncias nas medidas.
Os resultados obtidos por meio da leitura por DLS indicam que o método de homogeneizagéao
a quente empregando alto cisalhamento e ultrassom foi adequado para o preparo das NLS,
produzindo particulas com tamanho desejado para aplicacdo topica. De acordo com a Tabela 5,
a C-NLS apresentou uma caracteristica monodispersa, com um TP e Pdl igual a 201,8 + 5,4 nm
e 0,26 = 0,06, respectivamente. A incorporacdo do resveratrol ndo alterou as caracterisitcas
desse nanossistema (p = 0,505 e p = 0,289 para TP e Pdl, respectivamente), visto que os valores
de TP e Pdl permaneceram proximos aos encontrados na C-NLS (195,3+ 7,0 nm e 0,16 £ 0,05,
respectivamente). Estes dados indicam que o método foi adequado para o preparo das NLS,
pois foi capaz de produzir particulas com tamanho e comportamento unimodal, sugerindo NLS

monodispersas e com a incorporacdo do resveratrol na matriz lipidica.
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O PZ revelou uma carga negativa superficial para ambas as NLS. A C-NLS
apresentou um PZ igual a -17,2 £ 0,9 mV, e a R-NLS uma carga igual a -19,5 = 1,1 mV. Estes
resultados sugerem a presenca de NP estaveis, pois a agregacao € menos usual de acontecer em
particulas carregadas, devido a repulsdo elétrica entre elas. Além disso, o Pluronic® F-127
estabilizou o sistema provavelmente pelo impedimento estérico, devido a extensa cauda
monomeérica de PEO, formando um revestimento hidrofilico em torno da superficie da NLS.
Apesar de garantir a estabilidade do sistema de acordo com uma propriedade fisica, este efeito
diminui a repulsdo eletrostatica da dispersdo, fato este que justifica os valores de PZ abaixo do
maodulo de 30 mV.

Tabela 5 — Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS).

C-NLS R-NLS
TP (nm) 201,8+54 1953+7,0
Pdl 0,26 + 0,06 0,16 + 0,05
PZ (‘mV) -17,2+0,9 195+1,1

NLS controle (C-NLS) e NLS contendo resveratrol (R-NLS).
TP: tamanho de particula; Pdl: indice de polidispersdo; PZ: potencial zeta.
Todos os valores representam média + EPM (n=3).
Nenhuma diferenga estatistica (p > 0,05) foi observada entre as formulagdes.

Uma representacdo esquematica da R-NLS é apresentada na Figura 16 A. O
resveratrol, pelo carater lipofilico, encontra-se no ndcleo da NLS, distribuido nas imperfeicdes
criadas pela mistura de acidos graxos presentes na manteiga. Porém, devido as caracteristicas
hidrofébicas do mondémero de PPO do polimero, uma pequena fracdo do polifenol pode
encontrar-se distribuida na superficie do sistema (NEVES et al., 2013; PARDEIKE;
HOMMOS; MULLER, 2009). A fim de complementar e confirmar os dados obtidos pelas
analises de DLS, a morfologia da C-NLS e da R-NLS foi determinada por MET e encontra-se
representada nas Figuras 16 B e 16 C, respectivamente. As NLS revelaram um formato esférico,
distirbuido homogeneamente, e com uma média de TP proxima a 200 nm. Tais resultados
corroboram com os dados obtidos pela técnica de DLS, comprovando que as duas técnicas

atuaram de forma complementar.



Figura 16 — Representacdo esquematica e eletromicrografias de transmissdo da nanoparticula
lipidica sélida (NLS) desenvolvida.
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A: Representacdo da NLS e seus componentes; B: Eletromicrografias de transmissao de
NLS controle (C-NLS) e C: contendo resveratrol (R-NLS).

6.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A EE pode ser definida como a porcentagem de ativo incorporada nos lipideos da
NLS em comparagdo com a concentracdo total do ativo adicionada no sistema (WANG et al.,
2015). Durante o desenvolvimento de NLS como sistemas de liberacdo de ativos, € um
parametro chave para garantir a qualidade e a reprodutibilidade da técnica utilizada para a
producdo. Uma elevada EE (acima de 70%) indica um processo de incorporacéo elevado do
ativo pelo nanocarreador, visto que sua maior parte estard efetivamente na particula
(BATTAGLIA; GALLARATE, 2012). A técnica de ultrafiltracdo-centrifugacdo é uma das
mais empregadas para a determinacdo deste pardmetro. Ela consite na utilizacdo de uma
membrana com tamanho de poro conhecido para separar a NP do meio disperso em que ela se
encontra. A concentracdo livre do ativo € determinada no ultrafiltrado e pode ser calculada pela
diferenca entre a concentragdo inicial inserida de ativo no sistema menos a concentragdo de
ativo livre determinada no ultrafiltrado (KHERADMANDNIA et al., 2010). O alto valor de EE
encontrado na R-NLS (74,12 + 2,17%) pode ser decorrente da composi¢édo variada da manteiga

de cupuacu. As imperfeicBes na estrutura lipidica permitem uma maior incorporagdo de ativos
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no interior do nanocarreador (MULLER; MADER; GOHLA, 2000; BATTAGLIA;
GALLARATE, 2012), em razdo disto, por apresentarem uma mistura de acidos graxos com
tamanhos diferentes, a R-NLS sugere um arranjo menos ordenado, o qual contribui para a

encapsulacao do resveratrol e justifica o elevado valor de EE encontrado.

6.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE A CURTO PRAZO

Ao desenvolver um novo sistema para liberacdo controlada de ativos, a estimativa
da estabilidade do mesmo é crucial para o sucesso comercial (PARDEIKE; HOMMOSS;
MULLER, 2008). A estabilidade do armazenamento envolve aspectos fisicos e quimicos e
inclui a prevencdo de reacdes de degradacdo (por exemplo, hidrdlise) e a preservacdo do
tamanho de particula inicial. As formulacdes que empregam NLS devem apresentar uma
estreita distribuicdo do tamanho de particula na escala nanométrica para evitar o crescimento
do nanocarreador (MEHNERT; MADER, 2001). Além disso, particulas maiores do que 1 um
e 0 aumento do tamanho com o decorrer do tempo podem ser um indicador de instabilidade
fisico-quimica (MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

A Tabela 6 representa os valores encontrados durante o estudo de estabilidade a
curto prazo das NLS produzidas. Alguns fatores essenciais para a caracterizacdo do sistema
produzido e classificacdo do mesmo como uma NP foram avaliados, a saber: TP, Pdl e PZ.
Durante o armazenamento a 4 °C por 30 dias, ndo houve alteracdo significativa para os
parametros analisados de TP (p = 0,384), Pdl (p = 0,224) e PZ(p = 0,311), demonstrando a

presenca de um sistema nanoparticulado estavel para a incorporacédo de resveratrol.



Tabela 6 — Avaliacdo da estabilidade a curto prazo das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS), armazenadas a
4 °Cpor 0, 7, 15 e 30 dias.

Tempo
) C-NLS R-NLS

(dias)

TP (nm) Pdl PZ (mV) TP (nm) Pdl PZ (mV)

0 201,8+54 0,26 £ 0,06 -17,2+0,9 1953+ 7,0 0,16 £ 0,05 -195+1,1
7 205,6 £3,9 0,25+ 0,03 -152+11 194,4 £ 5,2 0,23 + 0,06 -20,1+£0,9
15 205,8 £ 6,4 0,18 £ 0,05 -17,1+0,7 192,3+4,8 0,19 £ 0,05 -19,3+1,0
30 2009+45 0,19 £ 0,06 -18,8 + 0,6 198,8 + 6,2 0,21 £ 0,03 -175+0,8

NLS controle (C-NLS) e NLS contendo resveratrol (R-NLS).

TP: tamanho de particula; Pdl: indice de polidispersdo; PZ: potencial zeta.
Todos os valores representam média £ EPM (n=3).

Nenhuma diferenca estatistica (p > 0,05) foi observada entre as formulagdes.
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6.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A medida da atividade antioxidante determinada por meio do método do DPPH,
baseia-se no principio de que esse radical, estavel e de coloracdo violeta, aceita um elétron ou
um radical de hidrogénio para ser reduzido na presenca de um composto antioxidante,
adquirindo coloracdo amarela (BLACK, 2015). Os mecanismos pelo qual os antioxidantes sdo
capazes de neutralizar radicais livres estdo relacionados com a estrutura basica dos compostos
e a presenca de grupos hidroxilas (ALONSO et al., 2013). O Grafico 1 mostra a atividade
antioxidante frente ao radical livre DPPH das R-NLS comparadas com a SER e a C-NLS. O
resveratrol encapsulado pela R-NLS apresentou uma maior atividade antioxidante em
comparagdo com 0s outros tratamentos (p < 0,0001). Por exemplo, na concentracdo de 100 uM,
a R-NLS apresentou uma atividade de 85,70 £ 2,15%, superior ao encontrado pela SER (68,38
+ 1,13%) e C-NLS (19,62 + 0,77%) na mesma diluicdo, indicando que a encapsulacdo do

resveratrol na R-NLS auxilia no aumento da atividade antioxidante do composto.

Gréfico 1 — Atividade antioxidante de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) utilizando o
método do DPPH.
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NLS controle (C-NLS); NLS contendo resveratrol (R-NLS); solucédo etandlica de resveratrol (SER).
Todos os valores representam média + EPM (n=3).
* Diferenga estatistica (p < 0,0001) entre os tratamentos, na mesma concentragao.
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Uma outra maneira de se expressar a atividade antioxidante é por meio da CEso, ou
seja, a concentracdo para 0 composto antioxidante reduzir em 50% a quantidade do radical
DPPH inicialmente na rea¢éo. Os valores de CEsp foram calculados através da regresséo linear
da equacéo da reta obtida e produziu um efeito dose-dependente para o resveratrol utilizado no
preparo da R-NLS e da SER. Por meio dessa equacao, consegue-se avaliar a presenca de uma
resposta dependente da dose de resveratrol utilizada. O valor de CEso obtido para a R-NLS foi
de 0,41 £ 0,03 (uM de resveratrol/ uM de DPPH), valor menor do que o obtido para a SER de
0,64 + 0,05 (UM de resveratrol/ uM de DPPH). Estes dados mostram que é necessario cerca de
40% menos resveratrol, quando 0 mesmo apresenta-se nanoencapsulado, para obter-se o
mesmo valor de atividade antioxidante em comparacdo ao ativo presente em solucéo etanolica.
Este resultado observado pode ser consequéncia de um sinergismo entre o resveratrol e a R-
NLS, cuja composicdo inclui lipideos que exercem uma atividade antioxidante moderada
(CHO; HONG; LEE, 2010; XU et al., 2005).

6.6 ESTUDOS DE PERFIL E CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Previamente ao ensaio de permeacdo cutanea, o teste de liberacdo do resveratrol e
0 estudo de cinética deste processo foram realizados. O teste de liberacdo de ativos é uma forma
para avaliar a liberacdo dos mesmos em sistemas nanoestruturados e prever como tais sistemas
se comportardo frente a meios bioldgicos, como a pele. Ele consiste em um teste para prover
uma avaliacdo comparativa de produtos inovadores com os ja disponiveis no mercado, além de
funcionar como um parametro para o controle de qualidade dos produtos desenvolvidos (BABY
et al., 2009). Para tanto, os perfis de liberagéo in vitro do resveratrol a partir da R-NLS e SER

foram construidos e se encontram no Gréafico 2.
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Gréfico 2 — Perfis de liberacdo in vitro do resveratrol.

9
-g 100+ SER
© —— R-NLS
=
£
=
O 50-
o)
4]
On
o
Q
=
= 0 ) L | ) !

0 5 10 15 20 25

Tempo (h)

Nanoparticulas lipidicas sélidas contendo resveratrol (R-NLS); solucdo etandlica de resveratrol (SER).
Todos os valores representam média + EPM (n=6).

Pode-se verificar a partir dos resultados demonstrados no Gréafico 2 que o
resveratrol presente na SER difundiu-se livremente e rapidamente permeou a membrana de
polisulfona, sendo que praticamente todo o polifenol presente na SER foi liberado do sistema
em menos de 10 h. No entanto, a R-NLS apresentou um perfil de liberacdo nédo linear. Isto
indica um perfil de liberacdo que segue um padréo bifasico, ou seja, ele apresenta uma liberacéo
rapida no inicio do processo e apds um determinado tempo, o sistema promove uma liberagdo
controlada do ativo. De fato, constatou-se que, apds um curto tempo de laténcia, a R-NLS
promoveu uma brusca liberacdo do ativo (34,66 + 5,82% de resveratrol) nas primeiras 4 h,
seguido de controlada até o final das 24 h de estudo, atingindo a porcentagem cumulativa de
resveratrol de 80,48 + 12,20% liberado da R-NLS.

Durante as primeiras 4 h, a rapida liberagcdo observada pode ser devido a presenca
de algumas moléculas do resveratrol proximas a superficie da R-NLS. Tal fato pode ser causado
pelo monémero de PEO presente na fase aquosa da dispersdo coloidal. Este polimero pode
auxiliar no aumento da solubilidade do resveratrol, visto que 0 mesmo, apesar de sua natureza
lipofilica, apresenta trés grupos hidroxila em sua estrutura, ajudando na localizagdo de

moléculas na interface com a regido hidrofilica, promovendo uma répida liberacéo do ativo pelo
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sistema (NIE et al., 2011; TESKAC; KRISTL, 2010; KUPETZ; BUNJES, 2014). Do mesmo
modo, a liberagdo controlada pode ser atribuida & difusdo das moléculas através da matriz
lipidica da NLS, o que pode ser confirmado atraves do estudo de cinética de liberacdo do
resveratrol pela R-NLS.

Para determinar o mecanismo de cinética de liberagdo do ativo e prever o
comportamento de difusdo do resveratrol pela R-NLS, os resultados obtidos foram tratados
matematicamente, empregando-se o0 modelo de regressao linear. Os dados foram utilizados em
modelos cinéticos com o objetivo de se verificar qual o exato mecanismo de liberacdo (Tabela
7). Tais modelos auxiliam na predicdo da taxa de liberacdo do farmaco e também no
comportamento durante a difusdo dos mesmos a partir da NP, sendo Util para a compreensdo da
fisica envolvida no fendmeno de transporte (PEPPAS; NARASIMHAN, 2014; SHARMA;
WALKER; PATHAK, 2011).

Tabela 7 — Modelos matematicos utilizados para a determinacgdo do perfil de cinética de

liberacdo do resveratrol das nanoparticulas lipidicas sélidas (R-NLS).

Formulacdo Modelo cinético  Equacdo da reta R? Js TL
(wgem2h™t) ()

R-NLS Ordem-zero y=0,032x + 0,617 0,757
Higuchi y =3,884x-0,273 0,991 3,88 0,29
Primeira-ordem  y=0,673x—-3,939 0,958

Js: fluxo estacionario. T.: tempo de laténcia.

Como demonstrado na Tabela 7, a liberacdo segue 0 modelo de Higuchi (y = 3,8842
—0,2732, R? = 0,991), ou seja, 0 mecanismo de liberacdo do resveratrol € um processo de
difusdo que obedece a lei de Fick e é dependente da raiz quadrada do tempo. Varios sistemas
contendo NLS séo descritos na literatura seguindo o mesmo modela encontrado neste estudo
(KASHANIAN; AZANDARYANI; DERAKHSHANDEH, 2011; LIU et al, 2007;
TIYABOONCHAI; TUNGPRADIT; PLIANBANGCHANG, 2007). Isto indica que o perfil de
liberacdo é controlado pela difusdo do ativo através do nucleo lipidico e, posteriormente, pela
difusdo na matriz polimérica, o que descreve um processo de liberacéo passiva do veiculo para
0 meio receptor (COUTO et al., 2014).

Do ponto de vista terapéutico, uma rapida liberacdo inicial é considerada vantajosa,
visto que pequenas quantidades de resveratrol sdo entregues rapidamente ao sitio de acéo,

exercendo um efeito terapéutico ja nas primeiras horas de administragdo. Em conjunto, a
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subsequente liberacdo controlada do ativo ainda presente na R-NLS é benéfico para o paciente,
pois auxilia na manutencdo de uma dose terapéutica segura e prolongada, sem a necessidade de
aplicacdes recorrentes (BUNJES, 2011).

6.7 ESTUDOS DE PENETRACAO CUTANEA EX VIVO

Neste estudo, optou-se pela utilizacdo de um protocolo para o estudo de penetracao
um pouco diferente para este tipo de estudo e dos estudos de liberacdo in vitro previamente
realizados. A primeira alteracdo é relacionada com o tempo de estudo, j& que optou-se por
realizar os experimentos com uma duragdo de 12 h, e ndo as convencionais 24 h. Isto foi baseado
no fato de que, como o desenvolvimento da R-NLS visa a aplicacdo dermatoldgica, um tempo
maior de estudo poderia ndo corresponder ao que de fato se observa na utilizacdo de produtos
deste segmento. Outra variacao esta no fato de se ter utiilzado pele integra, full thickness. Isso
foi selecionado porque a espessura da pele afeta sobremaneira o resultado de experimentos de
permeacdo (KLANG et al., 2012), entdo a utilizacdo de pele sem dermatomizacdo ajuda a
mimetizar as condi¢oes fisioldgicas de aplicacdo, um dos cernes de nosso desenho experimental
(POLONINI, 2014).

Isto posto, o0 estudo de penetracdo cutanea do resveratrol presente na R-NLS e SER
foi realizado e os resultados estdo expressos no Grafico 3.
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Gréfico 3 — Penetragdo cutanea do resveratrol.
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Nanoparticulas lipidicas solidas contendo resveratrol (R-NLS); solucéo etandlica de resveratrol (SER).
Todos os valores representam média + EPM (n=6).
** Diferenca estatistica (p = 0,0007).

Com base nos resultados, pode-se notar que a R-NLS foi capaz de aumentar a
concentracéo de resveratrol que penetrou no EC. Comparando com a SER, a concentragédo do
resveratrol no EC teve um aumento de 2,48 vezes com a utilizacdo da R-NLS apds 12 h. Tal
diferenca provavelmente esta relacionada com a composicao equilibrada de acidos graxo da
manteiga de cupuacu utilizada no preparo deste nanocarreador. O AO, principal &cido graxo
insaturado presente na manteiga, apresenta ligacdes duplas capazes de alterar e causar danos
reversiveis na arquiteura da bicamada lipidica presente na pele, com isso, facilita a interacdo da
R-NLS com as camadas cutaneas e promove uma maior liberacdo do ativo nas mesmas.
Concomitantemente, a presenca de acidos graxos saturados (AE e AA) controlam a hidratacao
da pele e, consequentemente, da penetracdo da R-NLS, que fica retida na camada do EC
(KANDIMALLA et al., 1999; ALEXANDER et al., 2012). Além disso, esse acimulo da R-
NLS na pele favorece o contato desse sistema com as juncdes de cornedcitos e apéndices
epidérmicos presentes entre eles, aumentando a hidratagio da pele (ALVAREZ-ROMAN et al.,
2004; CEVC, 2004; KYADARKUNTE, 2014).
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De maneira interessante, a maior concentragdo de resveratrol presente no EC pode
estar relacionada com a rapida liberag&o inical do mesmo a partir da R-NLS nas primeiras horas.
Apesar do fluxo de liberacio do resveratrol calculado ser igual a 3,88 pug cm?h; apés 12 h de
estudo foi possivel observar a penetracio de uma quantidade igual a 13,97 pg cm do ativo na
pele, menor do que a esperada. Isto pode ser explicado de acordo com o Gréfico 2, em que,
apos 12 h de estudo, cerca de 60% de resveratrol ainda estava presente na R-NLS, o que explica
a diferenca entre o fluxo de liberacdo calculado e o valor retido na pele.

Por outro lado, a SER ndo consegiuu uma penetracdo eficiente na pele quando
comparada com a R-NLS. Para avaliar tal fato, a concentragdo do resveratrol presente na
solugdo receptora foi quantificada por meio da CLAE ap6s o término do estudo. No entanto, a
guantidade de ativo contida no meio receptor ndo atingiu o LQ estabelecido pelo método
desenvolvido (1,88 ug mL™?), o que indica que tanto a R-NLS quanto a SER n&o promovem a
permeacdo do resveratrol através da pele. Esta caracteristica é de grande interesse para o
desenvolvimento e comercializacdo de produtos inovadores para a area de dermatologia, visto
que a permeacdo do principio ativo apés a aplicacdo tdpica do nanocarreador ndo é desejada, a
fim de se evitar a passagem do ativo para a corrente sanguinea (JENSEN; PETERSSON;
NIELSEN, 2011).

6.8 VIABILIDADE CELULAR

Apesar de serem considerados fisiologicamente bem toleraveis, os lipideos
utilizados para o preparo de NLS muitas vezes apresentam citotoxicidade em células
constituintes da epiderme (LIANG; CHOU, 2009; MUSAZZI et al., 2014). Os queratindcitos
sd0 os tipos celulares mais comuns encontrados na epiderme (cerca de 90% de sua constituicéao),
sendo usualmente utilizados como modelo celular para estudos de citotoxicidade (LOHAN et
al., 2014; RANCAN et al., 2014).

Portanto, com o0 objetivo de entender os efeitos da NLS produzida sobre a
viabilidade celular, C-NLS e R-NLS foram testados em cultura de queratinécitos humanos
(linhagem HaCaT) (Grafico 4). Um controle positivo utilizando resveratrol foi testado, a fim
de verificar se a NLS apresentava propriedades mais seguras que o ativo em si. Para a realizagédo
deste estudo, as doses de resveratrol variaram de 10 uM a 100 uM, por ja existirem na literatura
relatos relatos que descrevem atividades antioxidante e anti-envelhecimento nessa faixa de
concentracdo (GOKCE et al., 2012; KASIOTIS et al., 2013; SOEUR et al., 2015).
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Gréfico 4 — Viabilidade in vitro de queratindcitos humanos apds tratamento com resveratrol e

nanoparticulas lipidicas solidas.
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Resveratrol: suspensao de resveratrol em mio de cultivo DMEM; nanoparticulas lipidicas sélidas
contendo resveratrol (R-NLS); nanoparticulas lipidicas solidas controle (C-NLS).
A viabilidade do grupo néo tratado foi considerada como 100% de viabilidade celular.
Todos os valores representam média + EPM (n=6).
# Diferenca estatistica (p = 0,0189) em relagdo ao R-NLS; * Diferenca estatistica (p = 0,0127) em
relacdo ao C-NLS.

De acordo com a ISO 10993-5, considera-se que um tratamento apresenta
citotoxicidade quando a viabilidade celular é reduzida em mais de 30% (ISO, 2009). Neste
estudo, comparando-se 0s grupos tratados com C-NLS e R-NLS, ndo foram verificadas
diferencas estatisticas em todas as concentragdes utilizadas no teste. Sendo que, para os dois
nanocarreadores, a viabilidade celular ficou acima de 70%. No entanto, ao comparar 0
tratamento de resveratrol com as amostras R-NLS e C-NLS, na concentracdo de 100 uM,
observa-se uma reducéo de aproximadamente 20% na viabilidade celular. Em comparagdo com
0 grupo de células ndo tratadas, houve uma queda de 60% na viabilidade com o tratamento de
resveratrol a 100 uM. Os resultados obtidos sugerem que a incorporacgdo do resveratrol na R-
NLS auxiliou na reducéo da citotoxicidade do ativo e que os sistemas desenvolvidos (C-NLS e
R-NLS) podem ser considerados seguros pela regulamentacéo vigente, o que torna esse sistema

promissor na incorporacao de ativos antioxidantes para uso topico.
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7. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que:

e O método proposto para o desenvolvimento da NLS mostrou-se adequado,
produzindo nanocarreadores com tamanho de particula satisfatorio para o que se destina

(aplicacéo topica) e com distribuicdo homogénea;

e O estudo de microscopia eletrénica mostrou que a NLS produzida apresentaram
formato esférico;

e O estudo de estabilidade demonstrou que a NLS ¢é estavel na dispersdo aquosa

por pelo menos 30 dias, quando mantidas refrigeradas a 4 °C;

e A atividade antioxidante in vitro do resveratrol foi significativamente
potencializada quando o0 mesmo encontrou-se encapsulado na R-NLS, quando comparado com
a SER;

e O estudo in vitro de liberacdo evidenciou uma liberacdo controlada de

resveratrol a partir da R-NLS, seguindo modelo de cinética de difusdo de Higuchi;

e O estudo ex vivo de penetracdo demonstrou que a R-NLS desenvolvida aumenta

significativamente a penetracao e a retencao do resveratrol no estrato corneo;

e A NLS desenvolvida apresentou-se segura quando avaliadas em modelo de

cultivo de células de queratindcitos humano e nas condi¢des experimentais;

e Os resultados obtidos demonstram o alto potencial da R-NLS desenvolvida
através de manteiga natural em ser incorporada em formula¢Ges cosméticas para a liberacao

controlada do resveratrol nas diversas camadas da pele.
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APENDICE A - PRODUCAO CIENTIFICA
Artigo publicado

Periodico: Journal of Chromatography B

Titulo: Permeation profiles of resveratrol cream delivered through porcine vaginal mucosa:
Evaluation of different HPLC stationary phases

Hudson Caetano Polonini ®°, Pedro Paulo Soldati 2, Priscila Aparecida de Almeida?, Carla
Grazieli Azevedo da Silva®, Carol Hollingworth Collins ¢, Marcone Augusto Leal de Oliveira
d'Anderson de Oliveira Ferreira ¢, Nadia Rezende Barbosa Raposo?, Marcos Antdnio Fernandes
Brandao®

2 Nucleo de Pesquisa e Inovacdo em Ciéncias da Saude (NUPICS), Federal University of Juiz
de Fora, 36036-900 Juiz de Fora, MG, Brazil

b Suprema—Faculdade de Ciéncias Médicas e da Satde de Juiz de Fora, 36033-003 Juiz de
Fora, MG, Brazil

¢ Institute of Chemistry, University of Campinas, P.O. Box 6154, 13083-970, Campinas, SP,
Brazil

4 Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ), Federal University of Juiz de Fora,
36036-900 Juiz de Fora, MG, Brazil

¢ Ortofarma—~Quality Control Laboratory, 36120-000, Matias Barbosa, Brazil

Resumo: Trans-resveratrol affects biological systems in a multitude of ways, but its oral
bioavailability is remarkably poor due to in vivo metabolization. This drawback has fomented
the development of new strategies for systemic delivery, such as transmucosal delivery via the
vaginal route, which is our main focus here. In this sense, our pioneering study purposed to
evaluate the trans-resveratrol permeation efficacy through this route. For that, we used a
previously validated method and tested it with three different stationary phases: a commercial
C18 column and two laboratory-made chromatographic columns containing
poly(methyloctadecylsiloxane) (PMODS) thermally immobilized onto zirconized silica (Zr-
PMODS) or titanized silica (Ti-PMODS). The permeation experiments showed that resveratrol,
in the formulation used, was not successfully delivered to the bloodstream — it was actually
retained within the vaginal mucosa, which suggests a local use rather a systemic one.
Keywords: Camellia sinensis; Quality Control; In Vitro Drug Release.
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Artigo publicado
Periddico: Quimica Nova

Titulo: Transdermal formulations containing human sexual steroids: development and
validation of methods and in vitro drug release

Autores: Hudson C. Polonini!, Pedro Paulo Soldati!, Marcone Augusto Leal de Oliveira?,
Marcos Antdnio F. Brand&o!, Maria das Gragas M. Chaves!, Nadia R. B. Raposo”

1. Nucleo de Pesquisa e Inovacdo em Ciéncias da Satude (NUPICS), Universidade Federal de
Juiz de Fora, Rua José Lourenco Kelmer, s/n, 36036-330 Juiz de Fora — MG, Brasil

2. Grupo de Quimica Analitica e Quimiometria (GQAQ), Universidade Federal de Juiz de Fora,
Rua José Lourenco Kelmer, s/n, 36036-330 Juiz de Fora — MG, Brasil

Resumo: In vitro release of bioidentical hormones in four different liposomal transdermal
emulsions (containing testosterone or progesterone or estradiol or estradiol + estriol) was
assessed. For that, new high performance liquid chromatography (HPLC) methods were
developed and validated for each emulsion, in an eco-friendly manner, and used to determine
the in vitro release of such products. The methods were suitable for the intended goals, and the
emulsions are good candidates for human sexual steroids transdermal delivery, once the vehicle
used releases in high rates the hormones incorporated into it.

Keywords: in vitro dug release; transdermal steroids; semisolid formulations.
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Artigo publicado
Periddico: Journal of Young Pharmacists

Titulo: Essential oil from Origanum vulgare Linnaeus: an alternative against microorganisms
responsible for bad perspiration odor.

Autores: Erika Y Suzukit, Pedro P Soldati, Maria das Gragas A. M. Chaves?, Nadia R. B.
Raposo!

! Ndcleo de Pesquisa e Inovagdo em Ciéncias da Satde (NUPICS), Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Rua José Lourenco Kelmer, s/ n, 36036-900, Juiz de
Fora/ MG, Brasil

2NUPITE, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Juiz de Fora, Rua José
Lourenco Kelmer, s/ n, 36036-900, Juiz de Fora/ MG, Brasil

Resumo: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the essential oil
from Origanum vulgare Linnaeus against the main bacteria responsible for bad perspiration
odor (Corynebacterium xerosis IAL 105, Micrococcus luteus ATCC 7468, Proteus vulgaris
ATCC 13315 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228) and to develop the formulation
of a deodorant containing the essential oil as antimicrobial agent. The antimicrobial activity
was evaluated by means of the turbidimetric method, by using the microdilution assay. The
chemical profile of the essential oil was evaluated by high-resolution gas chromatography (HR-
GC). Senventeen constituents were identified, being that y-terpinene (30.5%) and carvacrol
(15.7%) were the major components found. The essential oil exhibited antimicrobial activity
against all microorganisms tested and he minimum inhibitory concentration (MIC) values
ranged from 0.7 to 2.8 mg/ mL. Electron microscopies confirmed the morphological alteration
in the structure of the bacteria reated with the essential oil as compared to control. The
formulation of the deodorant demonstrated bactericidal activity and it was ble to cause amage
in the morphoogical structure of the treated bacteria. The essential oil from O. vulgare can be
used as a potential natural antimicrobial agent to be applied in personal care products.
Keywords: Deodorants Origanum vulgare, Personal care products, Antimicrobial action
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Artigo submetido
Periodico: Journal of Controlled Release

Titulo: Controlled release of resveratrol from solid lipid nanoparticles prepared with natural

seed butter improves local antioxidant effect.

Autores: Pedro Paulo Soldati?, Hudson Caetano Polonini?, Camila Quinetti Paes?, Jelver
Alexander Sierra Restrepo®, Tania Beatriz Creczynksi-Pasa®, Maria das Gragas Afonso
Miranda Chaves?, Marcos Antdnio Fernandes Brandao? Frederico Pittella?, Nadia Rezende
Barbosa Raposo™?

& Ndcleo de Pesquisa e Inovacdo em Ciéncias da Satde (NUPICS), Federal University of Juiz
de Fora, Juiz de Fora, MG, 36036-900, Brazil.

b Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Federal University of Santa Catarina,
Florianopolis, SC, 88040-900, Brazil.

Resumo: Solid lipid nanoparticles (SLN) based on natural seed butter extracted from Amazon
tree Theobroma grandiflorum were prepared for the topical controlled release of resveratrol, a
well-known lipophilic antioxidant. The natural butter was assessed by gas chromatography for
the identification and quantification of the lipids, showing saturated and unsaturated fatty acids
as the major constituents. Nanoparticles were then prepared by high shear homogenization and
presented small particle size, with narrow size distribution, which was confirmed by dynamic
light scattering (DLS) measurements and transmission electronic microscopy (TEM) images.
The negative surface charge, size and polydispersity index (Pdl) remained unaltered for 30
days, indicating good colloidal stability. Moreover, the controlled release kinetics revealed a
burst release followed by a sustained drug release from SLNs containing resveratrol (R-SLN),
which fitted the Higuchi mathematical model, indicating that the releasing profile from the lipid
core is diffusion-controlled. R-SLN showed an increased antioxidant activity in 20% compared
to resveratrol ethanolic solution (RES). When applied to human skin, R-SLN increased the
permeation and retention of resveratrol in the human skin, raising the amount of resveratrol
over than 2-fold in stratum corneum (SC) compared to RES. In addition, there was no
cytotoxicity of the SLN to human keratinocytes at tested conditions. This new SLN prepared
with natural seed butter was able to permeate and deliver hydrophobic actives to the skin in a
controlled manner, having the potential to ultimately be used in formulations that request topical

delivery.
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Keywords: Antioxidants, resveratrol, natural seed butter, controlled release, solid lipid
nanoparticles.
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APENDICE B — RESUMO PUBLICADO EM ANAIS DE EVENTOS

Pedro P. Soldati; Hudson C. Polonini; Frederico P. Silva; Maria das Gragas A. M. Chaves;
Néadia R. B. Raposo. Development of innovative resveratrol-loaded solid lipid nanoparticles
using natural Theobroma grandiflorum seed butter. 2015. (Apresentacdo de
Trabalho/Congresso: 5" International Conference and Exhibition on Pharmaceutics & Novel
Drug Delivery Systems, 2015, Dubai, Emirados Arabes Unidos).
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APENDICE C - TRABALHO APRESENTADO

Bruna A. Oliveira; Paula R. Porto; Pedro P. Soldati; Nadia R. B. Raposo; Frederico P. Silva.
Incorporacédo de ativos e caracterizacdo de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) preparadas
com manteiga natural. 2014. (Apresentacédo de Trabalho/Congresso: 4° Workshop de Materiais
Aplicados a Fisica e a Farmacia, 201, Gravatal, Santa Catarina, Brasil).



