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RESUMO 

 

O Resveratrol (3,5,4´-trihidroxiistilbeno) (RVT) é uma fitoalexina fenólica produzida 

pelas plantas para protegê-las do ataque exógeno. Demonstra inúmeras propriedades 

farmacológicas, principalmente como excelente agente antioxidante, além de atuar 

diretamente no processo carcinogênico em seus três estágios: iniciação, promoção e 

progressão. Porém suas propriedades ficam comprometidas devido à baixa absorção e 

elevado metabolismo, resultando em baixa disponibilidade e difícil aplicação biológica. 

Este trabalho visou o desenvolvimento de nanopartículas de albumina (BSA) contendo 

resveratrol (NP-RVT), afim de contornar as dificuldades biofarmacêuticas apresentadas 

pelo RVT livre. As NP-RVT obtidas através da técnica de coacervação e os melhores 

resultados foram obtidos quando se inseriu um tempo de incubação (1 h) na técnica. As 

NP-RVT obtidas apresentaram diâmetro médio de 175 ± 6 nm, índice de polidispersão 

0,130 ± 0,01, potencial zeta -37,4 ± 1,3 mV e eficiência de encapsulação próximo a 60 

%. A análise morfológica revelou que as NP-RVT esféricas e lisas. In vitro, ao decorrer 

de 144 h houve liberação de 26% do RVT em tampão PBS (10 mM, pH:7,4 com Tween 

80, 1%) a partir das NP.O modelo cinético correspondente a liberação foi o de segunda 

ordem, guiado pelo mecanismo Fickiano, gerando uma liberação inicial rápida (efeito 

brust) seguida de uma liberação mais lenta, através da difusão do RVT pela matriz 

polimérica. As análises físico-químicas (difração de raios x, espectroscopia na região do 

infravermelho, calorimetria diferencial exploratória e espectroscopia de fluorescência) 

demonstraram que o processo de nanoencapsulação resultou em amorfização do RVT, 

com interações entre o RVT e a BSA. Com o estudo de estabilidade foi possível verificar 

que nas condições de armazenamento - temperatura ambiente e sob refrigeração (2-8°C) 

– as NP-RVT foram estáveis pelo período de três meses. A aplicabilidade das NP-RVT 

foi avaliada pelo estudo do potencial antioxidante do sistema contendo RVT frente à 

capacidade sequestrante do radical (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-ácido 

sulfônico)) (ABTS•+) e da inibição do ácido hipocloroso (HOCl), e também, através da 

avaliação da citotoxicidade em células B16F10. Os resultados demonstram que para 

ambos os testes as NP-RVT mostraram perfil dose-dependente com inibição de 50 % e 

70 %, respectivamente, na concentração de 5,0 µg/mL no tempo de 72 h. Na avaliação da 

citotoxicidade em células B16F10, após 96 h de incubação as NP-RVT inibiram em 25% 

a viabilidade celular, possivelmente decido a lenta liberação do RVT. Com esses 

resultados, foi possível concluir que o sistema nanoestruturado contendo RVT foi obtido 

com sucesso, o qual apresenta potencial para tratamentos antioxidantes e antitumorais. 
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ABSTRACT 

 

Resveratrol (3,5,4'-trihidroxiistilbeno) (RVT) is a phenolic phytoalexin produced by 

plants to protect them from the exogenous attack. Which present numerous 

pharmacologic properties, mostly as an excellent antioxidant, as well as acting directly in 

the carcinogenic process in their three stages: initiation, promotion and progression. 

Although its properties are compromised because of the low absorption and high 

metabolism, resulting in low availability and difficult biological application. The present 

study aimed the development of albumin (BSA) nanoparticles containing resveratrol (NP-

RVT) in order to overcome the difficulties biopharmaceutical presented by the free RVT. 

The NP-RVT were obtained through the coacervation and the best results were when 

there was a insertion of the incubation time (1 h) in the technical. The developed NP-RVT 

presented average diameter of 175 ± 6 nm, polydispersity 0.130 ± 0.01, zeta potential of 

-37.4 ± 1.3 mV and encapsulation efficiency approaching 60%. Morphological analysis 

revealed that NP-RVT feature is spherical and smooth. In vitro, during 144 h there was a 

release of 26% of the RVT in PBS buffer (10 mM, pH: 7.4 with Tween 80, 1%) from the 

nanoparticles. The kinetic model that corresponds the release which is the second order 

for Fickian mechanism, with a quick initial release (brust effect) followed by a slower 

release being regulated by diffusion of RVT by the chain polymer. The physico-chemical 

analysis (x-ray, infrared spectroscopy and differential scanning calorimetry and 

fluorescence spectroscopy) showed that nanoencapsulation process resulted in an 

amorphous system with interactions between RVT and the BSA. With the stability study 

it was observed that both storage conditions - room temperature and refrigeration (2-8 ° 

C) - the RVT-NP were stable the period of three months. The applicabilities of NP-RVT 

was analyzed by studying the antioxidant potential of the system itself, containing RVT 

front ability of the radical sequestering (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolinona sulfonic 

acid-6)) (ABTS • +) and inhibition of hypochlorous acid (HOCl) and cytotoxic evaluation 

in cell B16F10. The results showing that both tests NP-RVT were dose-dependent 

inhibition with 50% and 70% respectively in concentration of 5.0 mg / mL in time of 72 

hours. In the assessment of cytotoxicity in B16F10 cell, after 96 h of the incubation NP-

RVT inhibited 25% cell viability, possibly due to slow release RVT. With the test 

conducted it was concluded that the nanostructured system containing RVT was 

successfully obtained, which has a potential for application in treatments antioxidant and 

against tumor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os radicais livres são átomos ou moléculas necessárias em vários processos 

bioquímicos do organismo humano e estão envolvidos na produção de energia, 

fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de 

biomoléculas importantes (FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Porém, seu excesso pode 

provocar efeitos deletérios ao organismo, tais como danos ao DNA, proteínas, organelas 

celulares e também sobre as membranas, refletindo em alterações nas estruturas e no 

funcionamento celular. O conjunto de danos desencadeados pelos radicais livres chama-

se estresse oxidativo e o seu desenvolvimento está envolvido em diversas patologias, 

incluindo o câncer (ALVES et al., 2010; AMES et al., 1993; WITZUM, 1994; STAHL, 

SIES, 1997). 

Há tempos, têm sido desenvolvidas inúmeras pesquisas envolvendo compostos 

oriundos de fontes naturais, que apresentam propriedades antioxidantes e que em meio 

biológico, sejam capazes de evitar as reações oxidativas (HALLIWEL et al., 1995). Os 

compostos fenólicos são o maior grupo de metabólitos secundários pertencentes as 

plantas. A atividade antioxidante exercida pelos fenóis é através das suas reações de 

óxido-redução, as quais podem desempenhar um importante papel na eliminação dos 

radicais livres (BRENNA & PAGLIARINI, 2001). Da mesma forma, também podem 

atuar como antineoplásicos, ocasionado a apoptose das células tumorais (SCHNEIDER 

et al., 2000; GUSMAN et al., 2001). 

O resveratrol (3,5,4´-trihidroxiistilbeno) (RVT) substância pertencente aos 

polifenóis da classe dos estilbenos, é formado para proteger as plantas do estresse 

fotossintético, espécies reativas de oxigênio e plantas herbívoras. Atualmente, há um 

crescente interesse sobre este composto, devido aos números efeitos biológicos e 

farmacológicos exercidos por ele, tais como:  cardioprotetor (HUNG et al., 2000; 

GOLDBERG et al., 1995), neuroprotetor (ANEKONDA, 2006), anti-inflamatório 

(MARTINEZ, MORENO, 2000) e antitumoral (ANSENSI et al., 2002; COLIN et al., 

2008; NAKAGAWA et al., 2001). Grande parte desses efeitos estão associados, 

principalmente, à sua alta capacidade antioxidante. (HARWOOD et al., 2007).  

Porém, suas propriedades ficam comprometidas quando expostas em meio 

biológico, devido ao elevado metabolismo que a molécula sofre a nível sistêmico 

(WALLE et al., 2004; WENZEL, SOMOZA, 2005). Dessa forma, para sua aplicação in 
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vivo é necessário o desenvolvimento de um sistema capaz de transportá-lo através das 

membranas biológicas e, consequentemente, aumentar sua biodisponibilidade. Assim, o 

resveratrol poderá atuar de forma satisfatória, atingindo concentrações suficientes para 

exercer seus efeitos biológicos (WILLIAMSON, MANACH, 2005).  

Nas últimas décadas, tem ocorrido a elaboração de diversas estratégias de sistemas 

transportadores de fármacos, tais como: nanopartículas poliméricas, dendrímeros, 

lipossomas, entre outros (MAINARDES, 2009; KLAYPRADIT, HUANG, 2008). 

Reflexos do aumento rápido nas pesquisas e no desenvolvimento de novos materiais na 

escala nanométrica, principalmente na área de tecnologia farmacêutica (KIPP, 2004). 

Tais estruturas possuem propriedades físico-químicas diferenciadas, quando comparadas 

aos sistemas convencionais, incluindo: proteção do fármaco no sistema terapêutico contra 

possíveis instabilidades no organismo, liberação progressiva e controlada do fármaco 

pelo condicionamento a estímulos do meio em que se encontram (sensíveis a variação de 

pH ou de temperatura); manutenção de níveis plasmáticos em concentração constante; 

diminuição expressiva da toxicidade pela redução de picos plasmáticos de concentração 

máxima; diminuição da instabilidade e da decomposição de fármacos sensíveis 

(PIMENTEL et al., 2007) 

O conjunto dessas propriedades reflete em novas oportunidades terapêuticas para 

várias drogas, como o RVT, que não poderia ser utilizado eficazmente em formulações 

convencionais, devido aos problemas relacionados as suas características 

biofarmacêuticas (MAINARDES et al., 2009; SAHOO, 2007; PARVEEN et al., 2012). 

Diante as dificuldades encontradas para a administração do RVT, com a necessidade de 

aumentar sua biodisponibilidade, preservando sua atividade biológica e, 

consequentemente, otimizando seu potencial terapêutico, esse trabalho propõe 

desenvolver nanopartículas de albumina sérica bovina (BSA) contendo RVT, como um 

sistema de liberação modificada para administração parenteral. Nesse contexto, o trabalho 

também consistiu em caracterizar as nanopartículas e avaliar in vitro suas atividades 

antioxidante e antitumoral.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Câncer 

 

O câncer é uma doença crônico-degenerativa, definida como um crescimento 

desordenado de células ditas anormais, que migram para os tecidos e órgãos, com 

tendência a espalhar-se para outras regiões do corpo (INCA, 2015). Nos dias atuais, as 

taxas de morbidade e mortalidade do câncer já atingiram níveis elevados, sendo 

considerado um importante problema de saúde mundial. O projeto Globocan (2012), 

desenvolvido pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC, do inglês 

International Agency for Research on Cancer), da Organização Mundial da Saúde 

(OMS), relata que cerca de 14,1 milhões de novos casos de câncer foram diagnosticados 

em 2012.  

Esses números tendem a aumentar, principalmente em países desenvolvidos, 

devido às condições de transição demográfica. A previsão é que em 2030, a carga global 

será de 21,4 milhões de novos casos de câncer e 13,2 milhões de mortes por câncer 

(GLOBOCAN, 2012). No Brasil, estima-se que em 2016/2017 cerca de, 

aproximadamente, 596 mil novos casos de câncer, dentre eles o câncer de pele (34 mil 

novos casos), próstata (61 mil), mama (58 mil), colón e reto (34 mil), pulmão (28 mil), 

estômago (21 mil) e colo de útero (16 mil) (INCA, 2015). 

A condição necessária para o desenvolvimento do câncer é a proliferação 

descontrolada de células defeituosas, causadas em grande parte por mutação ou por 

ativação anormal de genes que controlam o crescimento e a mitose celular. São muitos os 

fatores de risco associados, como: tabagismo, uso de álcool, sedentarismo, radiação UV, 

má alimentação, entre outros. Esses fatores são capazes de desencadear a formação de 

radicais livres ou atingir diretamente o DNA (GUYTON, HALL, 1997; INCA, 2015; 

AMES, 1983; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990).  

O estresse oxidativo, ou seja, descontrole na formação/eliminação dos radicais 

livres (RL), atua de forma expressiva no desenvolvimento do câncer. Pois, essas 

moléculas são capazes de interagir fortemente com as estruturas que compõe o DNA e, 

dessa forma, são grandes as chances de ocorrer mutação no material genético (SVILAR 

et al., 2010; SAEIDNIA, ABDOLLAHI, 2013). Do mesmo modo, podem alterar a 

expressão de genes que inibem a progressão celular (chamados genes supressores 
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tumorais) e dessa forma, aumentar a proliferação das células cancerosas (AFANAS’EV, 

2013).  

O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese e o 

desenvolvimento ocorre de forma lenta, levando anos para tornar-se um tumor visível. Os 

principais estágios da formação do tumor são (Figura 1): 

- Estágio de iniciação: é o primeiro estágio, as células ao serem expostas a um 

agente carcinogênico, sofrem modificações em alguns genes, desencadeando em 

mutações, dando origem a células defeituosas. 

- Estágio de promoção: a célula defeituosa é transformada em célula maligna, de 

forma lenta e gradual. Essa transformação necessita um contínuo contato com o agente 

cancerígeno promotor. 

- Estágio de progressão: é o último estágio e caracteriza-se pela multiplicação 

descontrolada, sendo um processo irreversível. O câncer já está instalado, evoluindo até 

o surgimento das primeiras manifestações clínicas da doença. 

 

 

A partir da formação do tumor, levando-se em consideração o potencial de 

crescimento das células defeituosas, os tumores podem ser divididos em duas grandes 

categorias: I) os tumores malignos, onde as células dividem-se rapidamente e tendem a 

ser mais agressivas, manifestando um maior grau de autonomia. Também são capazes de 

invadir tecidos vizinhos e provocar metástases, também são resistentes aos tratamentos e 

podem evoluir para a morte. II) tumores benignos, têm seu crescimento de forma 

organizada, geralmente lento, expansivo e apresentam limites bem nítidos. Apesar de não 

invadirem os tecidos vizinhos, podem comprimir os órgãos e tecidos adjacentes.  

Independentes da categoria em que o câncer se enquadra, as condições iniciais de 

desenvolvimento são mais favoráveis para o tratamento e, consequentemente, para a cura 

Figura 1: Estágios da Carcinogênese.  

Fonte: ABC do Câncer, 2015. 
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(BORGES-OSÓRIO, ROBINSON 2001; INCA, 2015). Existem três abordagens 

principais no tratamento do câncer: excisão cirúrgica, irradiação e quimioterapia. O papel 

desempenhado por cada uma delas irá depender do tipo de tumor e do estágio de 

desenvolvimento em que se encontram (RANG et al., 2007). As terapias antineoplásicas 

são, em sua maioria, antiproliferativas e os quimioterápicos antineoplásicos podem ser 

classificados como: 

 Agentes Alquilantes: esses compostos ligam-se ao DNA, através de ligações 

covalentes e, por conseguinte, impedem o processo de replicação;  

 Agentes Antimetabólicos: são capazes de alterar a síntese das bases purinas e 

pirimidinas e, consequentemente, interferir na síntese do DNA e RNA; 

 Inibidores da Topoisomerase: ocasionam indiretamente a quebra do DNA, através 

da inibição das enzimas topoisomerases, que por sua vez, impede o relaxamento do DNA 

durante os processos de replicação e transcrição; 

 Alcalóides de vinca: impedem a formação dos fusos mitóticos, e 

consequentemente, interferem no processo de divisão celular (RANG et al., 2007). 

Desse modo, os tratamentos antineoplásicos atuam de forma inespecífica, 

afetando todas as células em rápida divisão, sendo os responsáveis pelos efeitos tóxicos 

indesejáveis, tais como: depressão da medula óssea, cicatrização deficiente, depressão do 

crescimento, esterilidade e perda de cabelo, maior susceptibilidade às infecções, além de 

serem teratogênicas (RANG et al., 2007; SALMONM, SARTORELLI, 1998).  

A busca atual por novos tratamentos contra o câncer não consiste somente em 

eliminar as células tumorais (apoptose celular), mas também visam inibir a angiogênese, 

modular a resposta imune e/ou os processos inflamatórios crônicos e controlar a taxa de 

radicais livres nos fluídos biológicos (LASZCZYK, 2009). Com isso, os produtos naturais 

têm sido exaustivamente estudados como fonte de novos fármacos, principalmente os 

capazes de atuar em várias vias da formação/instalação do câncer. Tal como, os 

compostos que atuam como antineoplásicos e antioxidantes, concomitantemente. Esses 

compostos são capazes de combater o câncer, através da eliminação das células 

neoplásicas e também na formação de novos processos mutagênicos, por meio do controle 

dos radicais livres no organismo (NEWMAN, CRAGG, 2007; CRACG, NEWMAN, 

2013).  
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2.2 Radicais Livres  

 

Os radicais livres (RL) são átomos ou moléculas que em seu orbital mais externo 

possuem ao menos um elétron desemparelhado, tornando-os altamente reativos com 

moléculas dispostas ao seu redor. A formação dos RL ocorre quando há a quebra de uma 

ligação covalente e o compartilhamento de um elétron entre as porções formadas, ou 

ainda, quando um átomo ou molécula, recebe um só elétron transferido durante uma 

reação de óxido-redução (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; GATÉ, et al., 1999). Os 

RL podem atuar como receptores ou doadores de elétrons, modificando todo o ambiente 

molecular ao seu redor, os principais RL presentes no meio biológico estão listados no 

Quadro 1. Os compostos não radicalares são considerados mais estáveis que os RL, 

porém, com igual reatividade com às moléculas biológicas (CAROCHO, FERREIRA, 

2013; MAGDER, 2006). 

 

Quadro 1: Principais radicais livres presentes no meio biológico. 

Radicais livres Compostos não-radicalares 

OH• - íon hidroxila; 

HOH• - íon peroxil; 

O2
•- - ânion superóxido; 

NO - óxido nítrico; 

O2 - oxigênio molecular; 

H2O2 - peróxido de hidrogênio; 

HOCl - ácido hipocloroso; 

Fonte: CAROCHO, FERREIRA, 2013; MAGDER, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990. 

 

O organismo humano produz naturalmente e de forma contínua essas moléculas, 

as organelas citoplasmáticas que metabolizam o oxigênio, nitrogênio e cloro são as 

principais fontes de RL, contribuindo positivamente para o funcionamento normal do 

organismo humano (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; MÉNDEZ FILHO, 

RODRÍGUEZ, 1997). Em um ambiente celular normal, existe um equilíbrio entre a 

produção e a neutralização dos RL, porém, quando ocorre um descontrole culminando 

em um aumento dos RL circulantes, dá-se um processo denominado estresse oxidativo. 

O estresse oxidativo pode comprometer inúmeros componentes celulares, devido à alta 

reatividade com as moléculas que compõe as estruturas biológicas, causando uma série 

de danos, como: a peroxidação dos lipídeos de membrana; oxidação de receptores 

hormonais e de enzimas, além de lesões no material genético (HALLIWELL, 2001; SIES, 

1993; SVILAR et al., 2010).  

http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Dr+Barry+Halliwell%22
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Os danos oxidativos sofridos ao longo do tempo, podem resultar em várias 

doenças crônicas, como aterosclerose (LANKIN et al, 2005), injúria isquêmica (SAITO 

et al, 2005), doenças inflamatórias como a artrite reumatóide (TAK et al., 2000) e a colite 

ulcerativa (PRAVDA, 20005), doenças neurológicas incluindo doença de Parkinson, 

esclerose lateral amiotrófica e doença de Alzheimer (BONDY, 1995), além de propiciar 

processos mutagênicos e tumorais (HALLIWELL, 2001).  

A carcinogênese – processo de formação dos tumores - induzida pelo estresse 

oxidativo, está diretamente ligada aos danos ocasionados nas fitas de DNA, devido a 

oxidação das bases pirimidinas, purinas e desoxirriboses, gerando, consequentemente, 

processos de apoptose e mutagênese (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999). 

Paralelamente, o estresse oxidativo também pode alterar a expressão de genes supressores 

tumorais, que inibem a progressão do ciclo celular, levando a um aumento da proliferação 

de células cancerosas (AFANAS'EV, 2013). Dessa forma, os RL atuam ativamente nos 

estágios da iniciação, progressão e metástase das neoplasias (AMES, 1983).  

Entre os principais mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, podemos 

citar os sistemas enzimáticos, incluindo um complexo enzimas celulares, como as 

enzimas superóxido dismutase, glutationa peroxidase e a catalase; e os sistemas não-

enzimáticos, como os compostos exógenos antioxidantes presente em algumas classes de 

alimentos (vitamina C, vitamina E, vitamina D, compostos fenólicos, entre outros). Esses 

sistemas atuam como agentes redutores, doando hidrogênio e estabilizando ou 

desativando os RL formados, contribuindo para uma menor incidência de doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo (ALMAJANO et al., 2008; STASZEWSKI et al., 

2011).   

Os compostos fenólicos são exemplos de substâncias altamente antioxidantes 

presentes em alguns alimentos e são capazes de promover a remoção ou inativação dos 

RL. Os compostos fenólicos são metabólitos secundários derivados dos vegetais e de 

frutas, sua síntese ocorre para proteção das plantas frente ao estresse fotossintético e 

também contra agressões externas (ZUANAZZI, MONTANHA, 2004). Eles podem ser 

divididos em dois grandes grupos:  

 Flavonóides: consistem de um esqueleto de difenil propano (C6-C3-C6), com dois 

anéis benzênicos ligados por um anel pirano e através das substituições na estrutura básica 

são subdivididos nas classes: flavonas, flavonóis, chalconas, auronas, flavanonas, 

flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e 

neoflavonóides (BRAVO, 1998). 
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 Não Flavonóides: são subdivididos em 3 principais estruturas químicas: C6-C1, 

específicas dos ácidos hidroxi benzóico, gálico e elágico; C6-C3 específicas dos ácidos 

caféico e p-cumárico hidroxi cinamatos e, por fim, os derivados das estruturas químicas 

C6-C2-C6 específicas do resveratrol (trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-

glucosídio) (MELO, GUERRA, 2002; BURNS et al., 2001). 

O mecanismo antioxidante das estruturas fenólicas é através da doação de átomos 

de hidrogênio, que por sua vez são capazes de neutralizar os RL durante a iniciação ou 

propagação da reação de formação dos mesmos (Equação 1) (SIMIC, JAVANOVIC, 

1994): 

𝑅𝑂𝑂•  + 𝐴𝐻 → 𝑅𝑂𝑂𝐻 + 𝐴
•   

𝑅•  + 𝐴𝐻 → 𝑅𝐻 + 𝐴
•   

 

Onde, ROO• e R• são radicais livres, AH, antioxidante com um átomo de 

hidrogênio (fenóis), e A• radical inerente (com reatividade menor que os radicais livres). 

O resveratrol, metabólito secundário pertencente a classe dos não-flavonóides, 

têm se destacado como um potente agente antioxidante, demonstrando excelentes 

resultados em estudos in vitro e in vivo, capaz de neutralizar uma série de RL através da 

eliminação direta e também pela ativação de vias que regulam as defesas antioxidantes 

naturais das células (PANDEY, RIZVI, 2010). O seu potencial antitumoral também já foi 

bem elucidado, com efeitos citotóxicos in vitro em uma gama de células neoplásicas 

(ASENSI et al., 2002; COLIN et al., 2008). Dessa forma, esse composto pode ser um 

promissor candidato ao tratamento antitumoral, atuando no controle das mutações 

ocasionadas pelo estresse oxidativo e também na proliferação das células tumorais. 

 

2.3 Resveratrol 

 

O resveratrol (3,5,4´-trihidroxiistilbeno) (RVT) é constituído de dois anéis 

fenólicos unidos por uma dupla ligação. Nas plantas, o RVT pode estar na forma dos 

isômeros cis ou trans (Figura 2) com comprimentos de onda de 254 nm (BLACHE et al., 

1997) e 366 nm (BASLY et al., 2000), respectivamente. A isomerização de trans para cis 

ocorre através da radiação ultravioleta artificial ou natural (DORÉ, 2005), sabe-se que a 

forma trans é relativamente mais estável, sendo a forma predominante na natureza e 

acredita-se que essa seja a conformação associada às ações biológicas exercidas pelo RVT 

(SOLEAS et al., 1997; DORÉ, 2005; MÉRILLON et al, 1997).             

Equação 1 
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Figura 2: Estrutura química do RVT em seus isômeros trans-resveratrol e cis-resveratrol 

 

 

 

 

 

 

 

O RVT pode ser encontrado em mais de 70 espécies vegetais, incluindo famílias 

como as Vitaceae, Dipterocarpaceae, Gnetaceae, Cyperaceae e Leguminosae (ITO et al., 

2003; JEANDET et al., 1991; AGGAARWAL et al., 2004). Foi isolado pela primeira vez 

em 1940 pelo pesquisador TAKAOKA a partir das raízes de um lírio branco, o Veratrum 

grandiflorum O. Loes. Em 1963, foi isolado das raízes do Polygonum cuspidatum, planta 

utilizada na medicina tradicional chinesa e japonesa (NONOMURA et al., 1963). E 

somente em 1976, o RVT foi isolado em uvas, na espécie Vitis vinífera, por LANGCAKE 

e PRYCE (1976) e, a partir daí, vem sendo identificado em outras espécies de uvas e 

outras classes de alimentos, tais como: amora, cranberries, suco de cranberry, amendoim, 

nozes, entre outros (CARERI et al, 2003). As principais propriedades físico-químicas do 

RVT estão expostas no Quadro 2. 

 

Quadro 2: Propriedades físico-químicas do resveratrol. 

Fórmula molecular C14H12O3 

Massa Molecular 228g/mol 

Ponto de Fusão 253ºC-255ºC 

pKa  9,14 

Solubilidade  ALTA: etanol, metanol, dimetilsulfoxido, 

acetona e acetonitrila; 

BAIXA: água (0,03 mg/mL); 

Degradação UV e em pHs > 8,0. 

Fonte: BUDAVARI, 1996; ROBINSON et al., 2014; WANG et al., 2002. 

 

Nas plantas, o RVT comporta-se como uma fitoalexina, ou seja, somente é 

produzido quando ocorre a necessidade de defesa de alguma influência externa adversa, 

como o ataque de patógenos ou da radiação ultravioleta (KUC, 1995). Após, a enzima 

estilbeno sintetase é ativada e inicia-se o processo da síntese do RVT, com a condensação 
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entre uma molécula de p-cumaril-coenzima A e três moléculas de malonil-coenzima A, 

ocorrendo o processo de formação da molécula na região onde a planta foi agredida. Uma 

nova síntese só irá iniciar novamente, quando um novo ataque ocorrer. (SOLEAS et al., 

1997; JEANDET, 2002; SIGNORELLI, GHIDONI, 2005). 

 Nas uvas, por exemplo, a biossíntese do RVT ocorre na epiderme da folha e na 

casca do fruto, não sendo sintetizado na parte carnosa do fruto (CREASY, COFFEE, 

1988). E no decorrer da maturação das uvas, a síntese do RVT decai, devido à diminuição 

da expressão gênica da enzima estilbeno sintetase, isso explica a maior suscetibilidade de 

infecção quando o fruto se encontra maduro (JEANDET et al., 2002). 

Existem vários estudos que comprovam os benefícios do RVT à saúde, entre suas 

propriedades farmacológicas destacam-se a atividade antioxidante (ANSENSI et al., 

2002; LINDNER et al., 2013), efeitos cardioprotetores (HUNG et al., 2000; GOLDBERG 

et al., 1995), neuroprotetores (ANEKONDA, 2006), efeitos anti-inflamatórios com a 

redução das ciclooxigenases COX-1 e COX-2 (MARTINEZ, MORENO, 2000), 

antitumoral (ASENSI et al., 2002; COLIN et al., 2008; CLEMENT et al., 1998; 

NAKAGAWA et al., 2001) e quimiopreventiva (JANG et al., 1997; GUSMAN et al., 

2001). 

Os mecanismos antioxidantes exercidos pelo RVT foram elucidados por ZINI et 

al. (1999 e 2002) e citam:  

 Concorrência com a coenzima Q:  com diminuição do complexo de cadeia 

oxidativa, local onde ocorre a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS);  

 Eliminação do O2
•- formados no metabolismo mitocondrial; e, 

 Inibição da peroxidação lipídica produzidas pela reação de Fenton, processos que 

envolvem a reação catalítica entre o peróxido de hidrogênio e iãos metálicos, como o 

Fe2+. 

Em 1998, ROTONDO e colaboradores já haviam relatado o RVT como um 

potente inibidor dos ROS produzidos pelos leucócitos polimorfonucleares (PMN), 

considerados mediadores críticos de lesão celular e, consequentemente, responsáveis 

pelas alterações na permeabilidade vascular. Posteriormente, LEONARD et al. (2003) 

demonstraram resultados similares aos de ZINI et al. (1999 e 2002), mostrando o RVT 

como um eficiente neutralizador de OH• produzidos pela reação de Fenton que, 

consequentemente, impede a peroxidação lipídica das membranas celulares, assim como 

os possíveis danos ao DNA; Além disso, o estudo de LEONARD et al. (2003) também 

demonstrou que o RVT era capaz de inibir a ativação do NF-kB (fator nuclear kappa B), 

através da capacidade de eliminação de inúmeras espécies de RL responsáveis pela 
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ativação desse fator. O NF-kB está envolvido nas cascatas de sinalização inflamatórias e 

carcinogênicas. Os autores propuseram ainda que os ROS derivados da peroxidação 

lipídica poderiam iniciar a formação de tumores.  

Como antitumoral, o RVT é capaz de afetar os três estágios da carcinogênese 

(iniciação, promoção e progressão), além de suprimir a angiogênese e as metástases, os 

efeitos parecem estar estritamente associados à sua capacidade antioxidante (ATHAR et 

al., 2007). No início da formação do tumor, o RVT atua como agente antioxidante 

inibindo a formação dos RL (JANG et al., 1997). Paralelamente, atua na cascata de ácido 

araquidônico, inibindo a cicloxigenase-1 (COX-1) e, consequentemente, a conversão do 

ácido araquidônico em substâncias pró-inflamatórias, necessárias para a gênese dos 

tumores (SUBBARAMAIAH et al., 1998). O RVT também exerce atividade na inibição 

da proteína C-quinase, considerado importante mediador na formação dos tumores 

(STEWART et al., 2000). Como antiproliferativo, o RVT age induzindo a apoptose de 

alguns tipos de tumores (SCHNEIDER et al., 2000), suprimindo várias linhagens 

celulares cancerosas, seja em parte pela inibição das DNA polimerase e ribonucleotídeo 

redutase ou pela indução da suspensão do ciclo celular (GUSMAN et al., 2001).  

Apesar das numerosas propriedades farmacológicas apresentadas pelo RVT, a 

maior parte dos estudos são realizados in vitro. Porém, esses efeitos não são 

frequentemente observados in vivo, essa divergência pode ser atribuída à baixa 

biodisponibilidade e elevado metabolismo sofrido pela molécula em meio biológico 

(WILLIAMSON, MANACH, 2005). Alguns estudos descrevem que após administração 

oral, cerca de 70% do RVT é absorvido, mas rapidamente metabolizado, restando 

somente traços da molécula no plasma (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011). 

 O metabolismo rápido do RVT dá-se principalmente por 3 vias: (I) conjugação 

com o ácido glucurônico, (II) hidrogenação da dupla ligação alifática pela microflora 

intestinal e (III) conjugação com sulfatos pelo intestino/fígado, sendo essa a principal 

causa para a baixa biodisponibilidade do RVT e a excreção completa ocorre via urina e 

fezes. Diante ao intenso metabolismo do RVT, sua meia-vida plasmática é baixa, de 8 a 

14 minutos, com formação de metabólitos com 9,2 h de meia-vida (WALLE et al.,2004; 

WENZEL, SOMOZA, 2005). 

A baixa biodisponibilidade do RVT impossibilita um maior compreendimento das 

suas atividades no meio fisiológico, tornando-se um enorme desafio aos pesquisadores. 

Dessa forma, inúmeros estudos visando a melhoria da farmacocinética do RVT têm 

surgido nos últimos anos, utilizando diversas estratégias como as formas farmacêuticas 

com liberação modificada. Os sistemas nanoestruturados por exemplo, pode ser uma 
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alternativa para melhorar as propriedades físico-químicas do RVT e, consequentemente, 

numa possível potencialização das suas propriedades farmacológicas.  

 

2.3 Nanotecnologia e Nanopartículas Poliméricas 

 

A nanotecnologia é uma ciência multidisciplinar que tem como princípio a 

caracterização, elaboração e aplicação de estruturas na escala nanométrica (SAHOO et 

al., 2007). O termo “nanopartículas” tem sido aplicado para estruturas com diâmetros ente 

1 a 1000 nm. Os sistemas nanoestruturados apresentam características físicas, químicas e 

biológicas até então não observadas na escala macrométrica, sendo consideradas 

estruturas de propriedades únicas e de grande interesse em várias áreas de estudo 

(BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA et al., 2009; HOLAND et al., 2009; CHAU et al., 

2007).  

Historicamente, a nanotecnologia teve seu marco em 1959, quando na conferência 

da Sociedade Americana de Física, o físico americano Richard Feynman afirmou que o 

homem um dia conseguiria manipular os átomos de forma a construir estruturas de 

dimensões nanométricas, com características próprias e individuais (SANTAMARIA, 

2012). Já nos anos 80, BINNING e ROHRER criaram os microscópios de tunelamento, 

o que permitiu a visualização em escala nanométrica e só assim uma possível 

manipulação de tais estruturas (MINCHIN; MARTIN, 2009). Atualmente é considerado 

um dos maiores avanços do conhecimento, desde setores de energia, eletrônica até 

indústrias farmacêuticas e é uma das principais atividades de pesquisa e desenvolvimento 

em diversos países (ROSSI – BERGMANN, 2008).   

  No campo farmacêutico a nanotecnologia é aplicada como uma nova estratégia 

para otimizar problemas relacionados ao desenvolvimento de formulações (KIPP, 2004). 

Sabe-se que as partículas com tamanhos inferiores a 300 nm, passam a apresentar perfis 

farmacocinéticos melhores, juntamente com um aumento no tempo de circulação 

sistêmica e cinética de liberação sustentada, sendo também possível o direcionamento de 

fármacos em sítios específicos de ação desejada (ZHANG et al., 2008, KONAN et al., 

2003).  

São diversas as estruturas que compõe os sistemas nanoestruturados carreadores 

de fármacos, incluindo as micelas, dendrímeros, lipossomas, nanopartículas lipídicas 

sólidas, nanoemulsões, nanopartículas poliméricas, entre outras. Todas objetivam a 

incorporação, absorção ou dispersão do ativo sólido, líquido ou gasoso em suas estruturas, 

afim de apresentar propriedades físico-químicas diferenciadas comparadas ao fármaco 
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isolado. Além das vantagens atribuídas ao tamanho reduzido das partículas, essas 

estratégias também podem melhorar as características do próprio fármaco, como a 

proteção contra degradação, maior estabilidade e melhor solubilidade. Um exemplo é a 

incorporação de substâncias hidrofóbicas em matrizes hidrofílicas (MAINARDES, 2009; 

KLAYPRADIT, HUANG, 2008; JAFARI et al., 2008). 

As nanopartículas poliméricas (NP), têm sido amplamente exploradas devido ao 

seu potencial terapêutico, além de apresentarem maior estabilidade nos fluídos 

biológicos, quando comparadas a outras estruturas nanométricas, como por exemplo as 

nanopartículas lipídicas sólidas (SCHAFFAZICK et al., 2003). As NP são elaboradas a 

partir de polímeros que podem ter origem natural ou sintética. Entre os principais 

polímeros empregados para encapsulamento de fármacos podemos mencionar a PCL 

(policaprolactona), o PLGA (poli ácido láctico-co-glicólico) e o PLA (poli ácido láctico). 

Entre os polímeros naturais destacam-se a albumina sérica (humana ou bovina), a 

quitosana, gelatina, alginato e colágeno. Todos estes polímeros são biocompatíveis e 

biodegradáveis, desse modo, os riscos para aplicações in vivo são reduzidos (KUMARI 

et al, 2010; PLAPIED et al., 2011). 

As NP são consideradas como espécies de gaiolas químicas, capazes de armazenar 

em seu interior ou adsorver em suas estruturas os fármacos, de modo que podem ser 

usados como transportadores pelo organismo. Também controlam a taxa de liberação do 

fármaco ou do direcionamento para a liberação no ambiente fisiológico desejado, 

dependendo somente da sua forma e composição estrutural (DE MELO, PIMENTA, 

2004). O desenvolvimento dessas estruturas visa inúmeras aplicações terapêuticas, 

principalmente, para administração parenteral ou oral. A administração parenteral pode 

ser utilizada na distribuição de fármacos anticancerígenos e de antibióticos. A 

administração oral, por sua vez, visa principalmente à diminuição de efeitos colaterais, à 

proteção de fármacos degradáveis no trato gastrointestinal e no aumento da 

biodisponibilidade dos fármacos (SCHAFFAZICK et al., 2003). 

São diversas as formas morfológicas que as NP podem apresentar, entre as quais 

destacam-se dois grandes grupos, como ilustra a Figura 3. A) Nanocápsulas, que possuem 

um núcleo oleoso revestidos por um invólucro polimérico, onde os fármacos estão 

incorporados na parede polimérica ou dissolvidos no núcleo oleoso; e B) Nanoesferas, 

formadas por uma matriz polimérica em que o fármaco está adsorvido por toda a matriz. 

(MAINARDES et al., 2006; LUNA e ANDRADE, 2011). 
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2.4 Albumina Sérica Bovina (BSA) 

 

A BSA é a proteína mais abundante no sangue bovino (50mg/mL), tem peso 

molecular de 66kDA e possui uma cadeia polipeptídica simples de 583 resíduos de 

aminoácidos, divididos em três domínios (I, II e III) com grupos funcionais reativos como 

os tióis, aminas e carboxilas (HIRAYAMA et al., 1990; TAYEH et al., 2009; KRATZ, 

2008) (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática de nanoesferas e nanocápsulas  

Fonte:  KUMARI; YADAV; YADAV, 2010 

Figura 4: Representação dos domínios de ligação da albumina sérica bovina. 
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A solubilidade da BSA é 40% p/v em pH 7,4 e possui ponto isoelétrico (PI) de 4,7 

em água (25°C), sendo carregada negativamente em pH 7,0 e sofre mudanças 

conformacionais no intervalo de pH 4-8 (TANTRA et al., 2010). É considerada uma 

proteína multifuncional, com propriedades importantes para o funcionamento do 

organismo, como regulação da pressão osmótica, transportadora de substâncias 

endógenas e exógenas, tais como ácidos graxos, uma variedade de metabólitos, fármacos, 

nutrientes, entre outros (KRAGH-HANSEN et al., 2002). Sua propriedade mais marcante 

é a capacidade de ligar-se reversivelmente com vários ligantes, como por exemplo, 

cisteína, glutationa, bases de Schiff, além de complexos e íons metálicos (SEVILLA et 

al., 2007). 

Possui uma estrutura muito similar à estrutura da albumina sérica humana (HSA), 

apresentando uma sequência idêntica de 75,6% de aminoácidos (MAJOREK et al., 2012), 

sendo assim, a BSA pode ser considerada atóxica e não antigênica. Somando-se à 

capacidade biodegradável, a BSA é facilmente adaptável ao organismo humano sendo o 

seu uso considerado seguro (MARIMOTO, FUJIMOTO, 1985). Em razão disso, a BSA 

tem despertado interesses na indústria farmacêutica como um atraente transportador de 

fármacos e têm sido empregada como proteína modelo em sistemas biomiméticos. 

Grande parte, por suas características de bioconjugação e biocompatibilidade, fácil 

purificação e solubilidade em água, permitindo a entrega intravenosa de moléculas 

(KRATZ et al., 1997; KRAGH-HANSEN et al., 2002).  

Dessa forma, a BSA é um excelente candidato para a preparação de NP, tendo 

como modelo outras nanopartículas já existentes no mercado. Tal como, a NP comercial 

Abraxane®, constituída de nanopartículas de HSA com paclitaxel para tratamento do 

carcinoma da mama metastático, que teve bom desempenho nos estudos clínicos 

(DAMASCELLI et al., 2001). 

 

2.5 Obtenção de Nanopartículas Poliméricas pelo Método de Coacervação  

 

O processo de dessolvatação, também conhecido como coacervação, é baseado na 

solubilidade diferencial do polímero em solução aquosa frente a um agente de 

dessolvatação (WEBER, 2000). Segundo a IUPAC (Compendium of Chemical 

Terminology, eletronic version) (2006) a coacervação é a separação de duas fases líquidas 

em sistemas coloidais, onde a fase mais concentrada no componente coloidal é definida 

como coacervado e a outra fase é a solução de equilíbrio. A coacervação simples é 

induzida por modificações nas condições que causam a coacervação da molécula, como 
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por exemplo a adição de um não-solvente, adição de micro-íons ou até mesmo alterações 

na temperatura. Essas modificações são capazes de promover uma maior interação 

molécula-molécula e diminuir as interações molécula-solvente (LUZZI, 1970). O 

processo de coacervação simples por adição de um não-solvente, está representado 

esquematicamente na Figura 5:  

 

Inicialmente adiciona-se lentamente um não-solvente, geralmente o etanol, em 

uma solução aquosa do polímero, BSA, para que haja a formação dos coacervados. Assim 

que o não-solvente é adicionado a solubilização do polímero torna-se dificultada e, por 

sua vez, precipita (IRACHE e ESPUELA, 2006).  Para a encapsulação de outras 

substâncias, como fármacos, o mesmo deve ser solubilizado no solvente com o qual seja 

compatível. Durante a precipitação do polímero, as gotículas do polímero depositam-se 

em torno da substância a ser encapsulada, formando uma rede polimérica. Ao final do 

processo, para que haja a estabilização da nova estrutura é adicionado um agente de 

reticulação, o glutaraldeído, onde seus grupos aldeídos reagem com os grupamentos 

aminas do polímero, formando ligações cruzadas (covalentes), conhecidas como bases de 

Schiff (MEZIANI & SUN, 2003; MERODIO et al., 2001). 

A eficiência de encapsulação de fármacos através do processo de coacervação é 

dependente de vários fatores associados principalmente as características do polímero, 

como sua capacidade de adsorção e, também, as características do complexo formado, 

concentração do agente reticulante, tensão superficial e pH do sistema. Essas 

propriedades interferem na formação da rede polimérica e consequentemente na retenção 

do material a ser encapsulado (SCHMITT et al.,1998; KRUIF et al., 2004).  

GUO e colaboradores (2009) obtiveram nanopartículas poliméricas de BSA 

contendo RVT através da técnica de coacervação e observaram in vitro, uma alta 

Figura 5: Esquema ilustrativo do processo de coacervação 

Fonte: Adaptado de BHUSHAN et al., 2015 
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atividade antiproliferativa de células SKOV3 de carcinoma de ovário humano. KAMATH 

e colaboradores (2013) também sintetizaram nanopartículas de BSA contendo RVT e 

aprisionaram em uma estrutura tridimensional de PCL (PCL-RNP). Após, avaliaram o 

potencial de formação óssea in vitro, utilizando células estaminais mesenquimais 

derivadas da medula óssea humana. Os resultados demonstraram que PCL-RNP 

melhorava significativamente a mineralização óssea, devido à liberação controlada e 

prolongada do RVT, e dessa forma aumentando o potencial terapêutico na engenharia do 

tecido ósseo. 

 

2.6 Caracterização das Nanopartículas 

 

A caracterização físico-química é uma etapa de grande importância no 

desenvolvimento das nanopartículas. As características apresentadas pelas nanopartículas 

são dependentes da composição quali-quantitativa das formulações, sendo pré-requisitos 

cruciais para desenvolvimento desses sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Entre os 

ensaios que avaliam as características físico-químicas, destacam-se:  a determinação do 

diâmetro médio, índice de polidispersão (IP), carga superficial (potencial zeta – 

POTENCIAL ZETA), avalição morfológica, difração de raio-X (DRX), espectroscopia 

de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratória 

diferencial (DSC), análise termogravimétrica derivada (DTG) e espectroscopia de 

fluorescência.  

 Diâmetro médio e Índice de Polidispersão: esses parâmetros são de 

suma importância, pois avaliam de modo geral, o tamanho e a uniformidade das 

partículas. A literatura relata que nanopartículas carreadoras de fármacos devem possuir 

diâmetros médios menores que 300 nm (GUPTA, KOMPELLA, 2006) e o IP entre 0 e 

0,2. Sabe-se que quanto menor o IP maior será a homogeneidade entre as nanopartículas 

em suspensão (AVADI et al, 2010). 

Os métodos usuais para a determinação da distribuição de tamanho das 

nanopartículas consistem em espectroscopia de correlação de fótons (Dynamic Light 

Scattering), que avalia os diâmetros com base na teoria do movimento Browniano das 

partículas. Em suma, o raio hidrodinâmico médio é calculado a partir da intensidade de 

luz dispersa (rh) que varia conforme o tamanho das partículas, bem como a velocidade 

dos movimentos Brownianos (FINSY, JAEGER, 1991).  

A polidispersão é um parâmetro calculado a partir da análise da função de 

autocorrelação em medidas de espalhamento dinâmico da luz. Nesta análise, assume-se 
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que as partículas possuem um único tamanho e um ajuste exponencial simples é aplicado 

com à função de autocorrelação. A polidispersão foi definida em IP, pois representa a 

variância relativa (MALVERN, 2004). 

 Determinação do Potencial Zeta: a maior parte das partículas adquirem 

cargas em sua superfície quando em contato com um líquido (BEDÊ, 2010). Assim, o 

POTENCIAL ZETA é à medida que reflete o potencial elétrico da superfície das 

partículas. A qual é dada pelas mudanças na interface com o meio dispersante, em razão 

da dissociação de grupos funcionais na superfície da partícula ou da adsorção de espécies 

iônicas presentes no meio aquoso de dispersão (MAGENHEIM; BENITA, 1991).  

A medida do potencial zeta é de forma indireta e a técnica mais utilizada é através 

da mobilidade eletroforética. A análise consiste em introduzir uma suspensão coloidal 

diluída numa cuba com dois eletrodos e aplicar um potencial elétrico à suspensão. As 

partículas carregadas irão se mover na direção do eletrodo de carga contrária e o quociente 

de velocidade de deslocamento pelo campo elétrico chama-se mobilidade eletroforética. 

O potencial zeta é calculado através de equações, as mais usadas são as aproximações de 

Smoluchowski ou a de Debye. 

Analisada em módulo, as partículas que apresentam um alto potencial zeta >|30 

mV|, irão se repelir em solução, devido a grandes forças repulsivas que tendem a evitar 

agregação e uma boa estabilidade físico-química da suspensão coloidal. Ao contrário, 

partículas com baixo potencial zeta <|5 mV| resultam em aglomeração e uma baixa 

estabilidade (MALVERN, 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003). 

 Calorimetria Exploratória Diferencial e Análise Termogravimétrica: 

Possíveis interações entre os diferentes componentes presentes na formulação podem ser 

observadas utilizando técnicas termoanalíticas. O DSC é um método que fornece 

informações a respeito da morfologia do polímero, cristalino ou amorfo e sobre o estado 

de dispersão sólida ou molecular do fármaco associados aos sistemas poliméricos 

(MAGENHEIM, BENITA, 1991). A técnica de DSC fornece a temperatura e a entalpia 

de fusão das partículas, altos valores de entalpia de fusão sugerem uma alta organização 

cristalina, pois esse tipo de estrutura necessita de mais energia para superar as forças de 

coesão da rede cristalina do que um material amorfo (ATTAMA et al., 2006). A TGA 

consiste em acompanhar a variação de massa de uma amostra ao longo do tempo em altas 

temperaturas e a DTG (termogravimetria derivada) é um rearranjo matemático, no qual a 

derivada da variação da massa em relação ao tempo, em outras palavras a DTG é a 

derivada da TGA (CAVALHEIRO et al., 1995).  
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 Difração de Raio X e Espectroscopia do Infravermelho: A DRX é 

considerada uma técnica versátil e não-destrutiva que revela informações sobre a 

estrutura cristalina de materiais naturais e sintéticos. Pode-se também afirmar que é um 

método poderoso para o estudo de nanomateriais, pois os difratogramas permitem a 

análise dos compostos cristalinos fornecendo detalhes do tamanho, perfeição e orientação 

cristalográfica (BEYERLEIN et al., 2010). Substâncias que apresentam forma cristalina, 

demonstram picos bem definidos nos difratogramas, contrariamente, substâncias amorfas 

não apresentam os mesmos planos cristalinos característicos dos cristais (CAMPOS, 

2005). 

A FTIR apresenta-se como uma poderosa ferramenta na identificação de 

compostos orgânicos e inorgânicos puros. Pois é capaz de identificar diferentes ligações 

químicas entre átomos pelas deformações rotacionais e vibracionais, as quais absorvem 

energia em determinada frequência de ressonância, de acordo com as características 

químicas dos átomos envolvidos (SKOOG et al., 2010). Estas vibrações são quantizadas 

dando origem ao espectro vibracional, que costuma aparecer como uma série de bandas 

características das ligações químicas e grupos funcionais presentes nos compostos 

(SOLOMONS, FRYHLE, 2001). A região do espectro de infravermelho compreende 

radiação com número de onda no intervalo de aproximadamente 4000 a 400cm-1 

(SKOOG et al., 2002).  

 Espectroscopia de Fluorescência: Espectroscopia de fluorescência 

também pode ser considerada um método para determinar a interação entre as moléculas. 

As moléculas em seu estado fundamental, apresentam uma determinada configuração, em 

que a energia total é a menor possível. Quando a molécula absorve um fóton de luz, por 

exemplo, um elétron é promovido do estado fundamental para um estado excitado, 

assumindo uma nova configuração de maior energia. O retorno ao estado eletrônico 

fundamental, com o relaxamento vibracional do estado excitado, emite luz. Sendo assim, 

a fluorescência é denominada como um fenômeno que envolve a perda de energia de uma 

molécula no estado excitado por emissão de luz (LAKOWICZ, 1999; VALEUR, 2001).  

As medidas de fluorescência das moléculas podem nos dar informações sobre: 

conformação, sítios de ligação, interação com solventes, grau de flexibilidade, entre 

outros. A técnica apresenta grandes vantagens quando comparada a outros métodos, pois 

é muito sensível, tem um amplo espectro de análise e o erro inerente é praticamente 

constante em todo o intervalo de resposta (VALEUR, 2001; SIERRA, et al., 1996).  

A análise se baseia em gerar espectros de emissão composta por uma curva de 

intensidade de fluorescência (IF) em função do comprimento de onda (λ) dados em 
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nanômetros (nm), fixando o comprimento de onda de luz de excitação. A sensibilidade 

da técnica está relacionada à estrutura química dos fluoróforos e à polaridade do solvente 

no qual estão dissolvidos. (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 1999). 
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3. OBJETIVOS 
 

 Objetivo Geral 

 

Desenvolvimento, caracterização e avaliação das atividades antioxidante e 

antitumoral in vitro de nanopartículas de albumina bovina contendo resveratrol. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Obtenção de nanopartículas de albumina sérica bovina contendo resveratrol (NP-

RVT) pelo método de coacervação; 

 Determinação da eficiência de encapsulação do RVT nas nanopartículas; 

 Caracterização físico-química das nanopartículas; 

 Avaliação da estabilidade das NP-RVT frente a diferentes ambientes de 

armazenamento; 

 Determinação do perfil de liberação do fármaco in vitro e a cinética de liberação; 

 Avaliação da atividade antioxidante in vitro das NP-RVT, pelos métodos de 

inibição do ABTS•+ e do HOCl. 

 Avaliação da atividade citotóxica in vitro sobre linhagem de células B16F10 

(melanoma), pelo método do MTT. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

Reagentes 

 Trans-Resveratrol (Pharmanostra Brasil®) cedido pelo Laboratório Vicofarma; 

 Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich®); 

 Água ultrapurificada (Sistema Milli-Q Gradiente Milipore®); 

 Etanol (Synth®); 

 Glutaraldeído (Vetec®); 

 Metanol (grau HPLC) (J.T. Baker); 

 KBr - Brometo de potássio, grau espectroscópico (Sigma-Aldrich®); 

 ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-ácido sulfônico) (Sigma-

Aldrich®); 

 Fosfato de sódio monobásico anidro P.A. (Vetec®);  

 Fosfato de sódio dibásico P.A. (Biotec®); 

 K2S2O8 - Perssulfato de Potássio (Sigma-Aldrich®); 

 NaOCl - Água Sanitária (Qboa®); 

 TMB – Tetrametilbenzedina (Sigma-Aldrich®); 

 Dimetilformaldeido (Biotec®); 

 Ácido Acético (Vetec®); 

 KI – Iodeto de Potássio (Biotec®); 

 PVA – Poli(álcool vinílico) (Sigma Chemical Co., USA); 

 Tween 80 - Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich®); 

 MTT - brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazólio (Sigma-

Aldrich®); 

 Azul de Trypan (Sigma-Aldrich®); 

 Soro fetal bovino (Gibco®); 

 Cultura Iscove´s (Sigma-Aldrich®); 

 

 Equipamentos 

 Agitador magnético (Químis®); 

 Shaker – Incubadora com agitação orbital (Químis®); 

 Microcentrífuga refrigerada CT-15000R (Cientec®); 
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 Aparelho Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) (Waters®); 

 Detector de Fotodiodo (PDA) (Waters®); 

 Coluna de fase reversa C18 (25cm X 4mm) de tamanho de partícula 5 μm 

(Vertical®); 

 Aparelho de Infravermelho Nicolet IR200 FT-IR (Thermo Scientific, EUA); 

 Difratômetro de raios X D2 PHASER (Bruker®);  

 NanoBrook 90Plus Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments 

Corporation®); 

 ZetaSizer ZS (Malvern®); 

 Leitor de microplacas (Spectra Max 190 – Molecular Devices®);   

 Membranas filtrantes de acetato de celulose 0,22 µm (Millipore®);  

 Equipamento de análises térmicas Mod. SDT Q600 – simultâneo DSC/TGA (TA 

Instruments®); 

 Espectrofotômetro FlexStation 3 multi-mode Microplate Reader (Molecular 

Devices®); 

 Microscópio Eletrônico de Varredura com Emissão de Campo - MIRA3 LMU, 

Tescan Orsay Holding, Czech Republic; 

 Capela de fluxo laminar vertical (Veco®); 

 Estufa de CO2 (Quimis®); 

 

4.2  Métodos 

 

4.2.1 Preparação de Nanopartículas de Albumina Sérica Bovina contendo 

Resveratrol (NP-RVT) 

 

 As NP-RVT foram obtidas através do método de coacervação descrito por 

KAMATH e colaboradores (2014), com algumas modificações. O processo iniciou com 

a solubilização de 100 mg de BSA em 2 mL de água ultrapurificada, sob agitação 

magnética. A adição do RVT seguiu duas vias (Figura 6): 

Formulação 1 – O RVT foi solubilizado em 200 µL de etanol e adicionados gota-

a-gota na solução aquosa de BSA. Após, a solução foi incubada por uma hora sob agitação 

em Shaker (200 rpm) a temperatura ambiente, protegidas da luz. Ao final do tempo de 

incubação, 6 mL de etanol foram adicionados com o auxílio de uma bureta, mantendo a 

solução sob constante agitação, para que houvesse a saturação do agente dessolvatador, 

conferido pela turvação da solução. 

http://www.brookhaveninstruments.com/nanobrook-90plus
http://www.brookhaveninstruments.com/laser-light-scattering-analytical-instruments
http://www.brookhaveninstruments.com/laser-light-scattering-analytical-instruments
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Formulação 2 – O RVT foi solubilizado em 6 mL de etanol e adicionado gota-a-

gota à solução de BSA, com o auxílio de uma bureta, sem tempo de incubação prévia, 

seguindo as mesmas condições da formulação 1. Ao final de ambos os processos, foram 

adicionados 50 µL do agente reticulante, glutaraldeído 8% e, levado novamente para 

incubação em Shaker à 200 rpm, por 24 h em temperatura ambiente.  

 

Por fim, as NP-RVT passaram por um processo de lavagem seriadas. Onde, as 

NP-RVT foram recolhidas em tubos de microcentrifugação e ultracentrifugadas à 15500 

rpm por 30 min. O sobrenadante foi recolhido e as NP-RVT foram ressuspensas em água 

ultrapurificada (500 µL), o processo de lavagem foi repetido. 

O sobrenadante foi separado para posterior análise da eficiência de encapsulação 

e as NP-RVT foram mantidas em solução aquosa, protegidas da luz. O mesmo processo 

foi realizado para a síntese das NP-brancas, sem a adição do RVT. 

 

4.2.2 Caracterização Físico-Química das Nanopartículas 

 

4.2.2.1 Diâmetro Médio da Partícula e Índice de Polidispersão (IP) 

 

Para a determinação do IP e do diâmetro médio das partículas foi empregada a 

técnica de espectroscopia de correlação de fótons, conhecida também como “Dynamic 

light scattering”. As NP-RVT foram ressuspensas em água ultrapurificada 1:100 (v/v) e 

analisadas. Os parâmetros estabelecidos na técnica foram: ângulo de espalhamento fixado 

Fonte: O autor. 

Figura 6: Representação ilustrativa da obtenção das NP-RVT pelo método de 

coacervação. 
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em 90º, temperatura de 25 ºC e comprimento de onda do laser igual a 532 nm. Cada 

amostra foi mensurada 3 vezes, utilizando corridas de 2 min cada, a média e o desvio 

padrão foram calculados a partir da análise de 10 amostras. 

 

4.2.2.2 Microscopia Eletrônica de Varredura com Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

A análise morfológica das NP-RVT foi realizada por microscopia eletrônica de 

varredura com emissão de campo (MEV-FEG), com uma tensão de aceleração de 5.0kV. 

As NP-RVT foram ressuspensas em água ultrapurificada na proporção de 1:10, alíquotas 

da suspensão foram depositadas sobre o suporte de amostras e secas em estufa a 45°C. 

Após completa secagem, os filmes foram recobertos com uma fina camada de ouro por 

meio de um metalizador. As micrografias foram analisadas com aumento de 36.000 e 

61.000 vezes. 

 

4.2.2.3 Determinação do Potencial Zeta 

 

O potencial zeta foi determinado a partir da medida da mobilidade eletroforética 

das NPs. As NP-RVT foram ressuspensas em água ultrapura (1:100) e inseridas em uma 

cubeta eletroforética a 25°C e analisadas. O limite do potencial foi definido em ± 150mV, 

as análises foram de 10 replicatas e os resultados calculados em média e desvio padrão.  

 

4.2.2.4 Adaptação da Validação do Método Analítico para Quantificação do RVT 

em Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

Para a quantificação do RVT por CLAE, seguiu conforme a metodologia 

determinada por LINDNER et al. (2013). A fase móvel consistiu em metanol/água (51:49 

v/v), com fluxo isocrático de 0,9 mL/min, volume de injeção de 20 µL, temperatura da 

coluna e da amostra de 25°C e o detector PDA definido com comprimento de onda de 

306 nm.  

Inicialmente foi determinado a linearidade, conforme o preconizado pela Anvisa 

(2013). A linearidade é obtida através do cálculo de regressão linear curva analítica (área 

do pico versus concentração). Como base, foram analisadas triplicatas de 8 concentrações 

de RVT (10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 µg/mL), preparadas a partir de uma solução mãe, 

com concentração de 1 mg/mL em metanol/água (50:50, v/v), ao final, foi avaliado o 

coeficiente de correlação da curva analítica (r), sendo ideal o mais próximo de r = 1. 
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Os Limites de Detecção e Quantificação foram determinados através de cálculos 

(Equação 2 e 3) com os dados fornecidos pela curva analítica, construída para a 

determinação da linearidade: 

 

𝐿𝐷 =
𝜎

𝑏
 𝑥 3,3                               Equação 2 

 

  𝐿𝑄 =
𝜎

𝑏
 𝑥 10                                 Equação 3 

Onde: σ é o desvio padrão médio do intercepto y e b é a inclinação da curva 

analítica ou slope. 

Também foi realizado o teste de especificidade, a análise foi através da 

comparação dos cromatogramas do sobrenadante das NP-RVT e do sobrenadante das NP-

brancas, recolhidos após a obtenção das NP. A análise buscou avaliar a ocorrência de 

sobreposição de picos que interferissem na quantificação do RVT. 

 

4.2.2.5 Determinação da Eficiência de Encapsulação 

 

A quantificação da droga presente nas NP, ou seja, a quantidade de RVT 

encapsulado nas NP-RVT, foi determinado indiretamente por CLAE, seguindo as 

condições cromatográficas estabelecidas anteriormente. O sobrenadante separado e 

conservado na última etapa de preparação das NP-RVT, foi diluído (1:100) em 

metanol:água (50:50 – v/v), posteriormente, filtrado em membrana 0,22 µm e injetados 

no sistema cromatográfico, todas as análises foram realizadas em triplicata.  

Ao término da análise, a concentração da droga livre foi determinada, ou seja, a 

quantidade de RVT que não incorporou nas NPs e através da Equação 4, foi possível 

encontrar a EE%:  

 

𝐸𝐸% =
(𝑅𝑉𝑇𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑅𝑉𝑇 𝑙𝑖𝑣𝑟𝑒)

𝑅𝑉𝑇 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 
 𝑋 100 

 

Onde: RVTinicial corresponde à concentração de RVT adicionado inicialmente e 

RVTlivre é a concentração do fármaco que não incorporado às nanopartículas durante o 

processo de formação. A EE% foi expressa em média e desvio padrão (n = 10). 

 

Equação 4 
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4.2.2.6 Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

As amostras de RVT e mistura física (RVT e BSA, proporção 1:10) e as amostras 

liofilizadas de NP-RVT e NP-brancas foram, separadamente, compactadas com o 

brometo de potássio (KBr) em prensa hidráulica, formando pastilhas. Posteriormente, 

foram analisadas em espectrofotômetro na região do infravermelho no intervalo de 4000 

a 400 cm-1.  

 

4.2.2.7 Difração de Raio X (DRX) 

 

A DRX foi realizada em difratômetro utilizando radiação Kα1 de cobre, com 

comprimento de onda (λ) igual a 1,5418 Å à temperatura ambiente. As medidas foram 

realizadas com corrente de 10mA e tensão de 30 kV. As amostras RVT e as amostras 

liofilizadas (NP-brancas e NP-RVT), foram dispostas em um suporte de vidro e 

analisadas na faixa de ângulos de 10 a 70°. 

 

4.2.2.8 Análise Térmica (Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) e 

Termogravimetria (DTG)) 

 

As amostras de RVT, BSA e as amostras liofilizadas NP-RVT e NP-brancas, 

foram pesadas em cápsulas de alumina e levadas ao analisador de TGA e DSC. As 

cápsulas foram aquecidas em uma velocidade de 10°C/min, entre 30 e 450°C, sob 

atmosfera de nitrogênio numa vazão de gás de arraste de 100 mL/min. A célula de DSC 

foi previamente calibrada utilizando padrões. A estabilidade térmica das amostras foi 

estudada por meio das curvas da derivada do TGA (DTG) e o DSC foi analisado através 

das temperaturas de fusão. 

 

4.2.2.9 Espectroscopia de Fluorescência 

 

A associação do RVT com a BSA na formação das nanopartículas foi analisada 

através do sinal de intensidade de fluorescência (IF) da BSA, RVT, NP-branca, NP-RVT 

e mistura física (BSA e RVT proporção 10:1) diluídas em tampão fosfato (PB pH: 7,4). 

As amostras foram excitadas em λ = 280 nm e os espectros de emissão correspondentes 

foram registrados na faixa de 290-510 nm, num intervalo de 10 nm.   
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4.2.3 Determinação do Perfil de Liberação In Vitro 
 

4.2.3.1 Ensaio de Solubilidade do RVT  

 

Para determinar o meio receptor no estudo de liberação, foi realizado o ensaio de 

solubilidade do RVT em tampão fosfato-salino (PBS, pH 7,4) com diferentes tensoativos.  

Inicialmente, uma quantidade em excesso do RVT foi adicionada em 10 mL de 

tampão PBS (50mM, pH 7,4) contendo: PVA (1%), PVA (5%), Tween 80 (1%) ou Tween 

80 (5%). As soluções foram mantidas sob agitação (150 rpm), a 37°C, durante 48 h. Em 

seguida, as soluções foram filtradas em filtro de 0,22 µm e quantificadas por CLAE. O 

ensaio foi realizado em triplicata para todas as condições, e o meio receptor que melhor 

solubilizou a droga foi escolhido para o estudo de liberação in vitro. 

 

4.2.3.2 Determinação do Perfil de Liberação  

 

A determinação da liberação in vitro do RVT a partir das NP-RVT, utilizou o 

método de agitação em incubadora orbital do tipo “shaker”, seguido de ultracentrifugação 

(CASA et al., 2014). As NP-RVT foram diluídas no meio dissolutor (Tampão PBS 50 

mM pH:7,4), contendo o tensoativo estabelecido previamente no ensaio de solubilidade.  

As amostras em triplicatas, foram incubadas a 37°C sob agitação de 150 rpm em 

Shaker. Em tempos pré-determinados: 1, 4, 8, 24, 48, 72, 96, 120, 144 horas, as amostras 

foram ultracentrifugadas e os sobrenadantes recolhidos e filtrados em filtros de 0,22 µm, 

o RVT liberado foi quantificado por CLAE. O precipitado foi ressuspendido novamente 

em meio dissolutor e incubados em Shaker até a próxima tempo pré-estabelecido.  Os 

resultados da liberação acumulativa do RVT (%) ao longo das horas, foram plotados em 

uma curva do percentual acumulativo da droga liberada em função do tempo.  

 

4.2.3.3 Determinação da Cinética e do Mecanismo de Liberação 

  

Para a obtenção do mecanismo de liberação do RVT a partir das NP-RVT, foi 

realizado um estudo matemático do perfil de liberação de acordo com os modelos de 

ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, Higuchi e o modelo de Korsmeyer-Peppas, 

por meio do software MicroMath Scientist®, conforme com as equações do Quadro 3 

(RITGER, PEPPAS, 1987).  
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Quadro 3: Modelos matemáticos de cinética de liberação 

Modelo Equação 

Zero Ordem C=kt 

Primeira Ordem C= 100 (1 – e-kt) 

Segunda Ordem C= 100 [1 – (Ae-αt + Be-βt)]  

Higuchi C= k√t 

Korsmeyer-Peppas Ft= atn 
C, percentual do fármaco dissolvido no tempo t; k, α e β, constantes cinéticas de dissolução; A e 

B, concentrações iniciais do fármaco que contribuem para os dois momentos de dissolução do 

fármaco. Ft, fração do fármaco dissolvido no tempo t; a, constante que mostra as características 

estruturais e geométricas da forma farmacêutica; n, expoente de liberação que indica o mecanismo 

que essa ocorre. 

 

4.2.4 Teste de Estabilidade 

 

A estabilidade das NP-RVT foi avaliada frente à diferentes condições de 

armazenamento, a fim de verificar a permanência das características físico-químicas 

iniciais no decorrer do tempo. O teste foi realizado num período de 3 meses e as amostras 

foram analisadas em triplicata, semanalmente. 

Após a obtenção das NP-RVT, as mesmas foram ressuspensas em água, 

protegidas da luz e distribuídas igualmente em 3 lotes. Em seguida, os lotes foram 

armazenados em temperatura ambiente (25-20°C), sob refrigeração (2-8°C) e congeladas 

(-20°C). Os lotes congelados foram divididos em dois grupos: no primeiro, as NP-RVT 

foram ressuspensas em água ultrapurificada e, no segundo, em sacarose 5%. 

Semanalmente, foram analisados os seguintes parâmetros: diâmetro médio e o índice de 

polidispersão (conforme o item 4.2.2.1), o potencial zeta (item 5.2.2.3) e o teor de fármaco 

liberado das NPs (conforme o item 5.2.2.5). 

Os resultados semanais de cada ambiente, foram analisados e as comparações 

estatísticas feitas por ANOVA com intervalo de confiança de 95%, o pós-teste aplicado 

foi o de Tukey. Diferenças foram consideradas estatisticamente significantes com p < 

0,05. 
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4.2.5 Avaliação da Atividade Antioxidante In Vitro 

 

4.2.5.1 Captura do Radical ABTS•+ 

 

O teste antioxidante in vitro que avalia a inibição do ABTS•+, seguiu a 

metodologia descrita por RE et al. (1999), com algumas modificações. 

O radical foi formado a partir de uma solução aquosa de ABTS (7 mM) com 

perssulfato de potássio (2,45 mM), incubados à temperatura ambiente na ausência de luz, 

por 12 h. A solução de trabalho foi preparada através da diluição do radical em tampão 

fosfato (PB) (50 mM, pH 7,4) até obter absorbância próxima à 0,70 em 734 nm. Devido 

à instabilidade do radical, a solução de trabalho foi preparada todos os dias e válida 

somente para o momento da análise. As amostras de RVT, NP-RVT e NP-brancas em 

diferentes concentrações (0,5 – 5,0μg/mL) foram incubadas juntamente com a solução do 

radical a 37°C, por 30 min. A complexação entre o ABTS•+ e amostras, foram medidas 

pelo decréscimo da absorbância após a incubação, em um leitor de microplacas no 

comprimento de onda de 734 nm. 

A análise da atividade antioxidante foi temporal, analisando as mesmas amostras 

nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h. Todas as leituras foram realizadas em triplicata e a 

atividade antioxidante foi calculada pela porcentagem de inibição do ABTS•+, de acordo 

com a equação 5:  

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  
𝐴𝐶 − 𝐴𝐴

𝐴𝐶
 𝑥 100 

 

Onde, AC é a absorbância do controle e AA é a absorbância da amostra.  

 

4.2.5.2 Inibição do Ácido Hipocloroso (HOCl) 

  

O teste antioxidante in vitro que avalia a inibição do HOCl seguiu a metodologia 

de PAINO et al. (2005), com algumas modificações. O HOCl foi preparado a partir de 

uma solução de NaOCl (hipoclorito de sódio) em água basificada (pH:12) e a 

concentração foi determinada espectrofotometricamente pelo quoeficiente de extinção 

molar 350 cm-1M-1, em 292 nm. O revelador, TMB (3,3’,5,5’–tetrametilbenzidina), foi 

solubilizado em dimetilformamida (0,014 mol/L), seguido da adição de iodeto de potássio 

(0,01 mol/L) e ácido acético (0,8 mol/L).  

Equação 5 
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As amostras de RVT, NP-RVT e NP-brancas em diferentes concentrações (0,5 – 

5,0 µg/mL) foram incubadas por 15 min juntamente com a solução de HOCl e tampão 

PB (50 mmol/L, pH 7,4). Em seguida, a solução de TMB foi adicionada e incubada por 

mais 5 min ao abrigo da luz, a 37°C. A leitura do produto de oxidação foi feita em 

espectrofotômetro a 652 nm, em tempos de 0, 24, 48, 72 h. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata.  

O estudo relacionado ao IC50 (concentração que apresenta 50% da capacidade 

sequestrante total do ABTS•+) também foi realizado. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software STATISTICA 7.0 (Stafsoft, Inc.). A avaliação foi por 

ANOVA seguido do pós-teste de Tukey, com diferença estatística significativa de p < 

0,05. 

 

4.2.6 Avaliação da Atividade Citotóxica In Vitro  

 

A toxicidade celular foi avaliada pelo método de MTT, descrito por DENIZOT e 

LANG (1986), com algumas modificações. Para os ensaios foram utilizadas células da 

linhagem B16F10 ATCC CRL-6475 (melanoma murino), mantidas em garrafas, em meio 

de cultura Iscove´s, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina 

e 10 µg/mL estreptomicina. Foram realizados repiques periódicos (2 x 105 células/mL) 

até atingirem a densidade de confluência. Os repiques eram mantidos em estufa de CO2 

nas seguintes condições: 37 °C em atmosfera úmida, contendo 5 % de CO2. As culturas 

eram manipuladas sob fluxo laminar e com material previamente esterilizado. A 

viabilidade celular foi analisada pelo método de exclusão do Azul de Trypan 0,4% e 

através da Equação 6, obteve-se a viabilidade celular. 

 

% Viabilidade =
n° células não coradas

n° total de células
 x 100 

 

Para o ensaio foram semeadas 1x104 células/mL, em placas de 96 poços e 

incubadas por 24 h, em estufa de CO2, para adesão das células. Após esse período, o meio 

foi removido e adicionado um novo meio contendo RVT livre e RVT nanoencapsulado, 

separadamente. As concentrações pré-determinadas do RVT foram de 62,5; 31,25; 15,62; 

7,81; 3,9 e 1,95 µg/mL, os controles utilizados foram: apenas o meio, etanol e NP-

brancas. Os tempos de análise foram de 24, 48, 72 e 96 h. 

Equação 6 
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Ao término da incubação, o meio foi retirado e adicionado 50 µL de MTT 

(1mg/mL) ((brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazólio) e incubados por 

mais 3 h. Após a incubação, o MTT foi retirado e adicionado 50 µL de etanol em cada 

poço, para solubilizar completamente os cristais e, após 5 min adicionou-se 150 µL de 

tampão PBS (pH = 7,4) e álcool isopropílico, na proporção 1:2.  As placas foram agitadas 

e então as absorbâncias das soluções foram analisadas em 570 e 630 nm em 

espectrofotômetro de placas. 

A viabilidade celular foi obtida através da Equação 7:  

 

% Viabilidade =  
Abs Amostra

Abs do controle
 x 100 

 

 

O ensaio foi realizado em quadruplicata, sendo os resultados expressos em 

percentual de viabilidade celular (média ± desvio padrão). Os resultados do ensaio de 

citotoxicidade para o RVT livre, NP-RVT e NP-brancas, foram analisados e comparados 

estatisticamente por ANOVA, com pós teste de Tukey. Diferenças foram consideradas 

estatisticamente significantes com p < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Equação 7 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 Obtenção de Nanopartículas de Albumina contendo Resveratrol 

 

A metodologia de coacervação foi utilizada para a obtenção das NP-RVT, essa 

técnica foi descrita como uma das primeiras técnicas de encapsulação de substâncias. O 

processo de coacervação pode ser induzido por várias estratégias capazes de precipitar o 

polímero em diversas formas, destacando a mudança de temperatura, modificação de pH, 

adição de um sal ou de um polímero incompatível ou solvente incompatível, também 

denominado de “não-solvente” (MARTY, 1977; STASSEN et al., 1994).  

Na síntese das NP-RVT utilizou-se o etanol como não-solvente para a BSA, com 

a finalidade de precipitá-la e ao mesmo tempo solubilizar e encapsular o RVT na cadeia 

polimérica. Dessa forma, o RVT tende a permanecer adsorvido ou disperso entre as 

estruturas durante a solidificação BSA. A nova conformação estrutural da BSA ligada ao 

RVT é estabelecida através das interações químicas como forças de Van Der Walls e 

ligações de hidrogênio, formando então as NP-RVT (MERODIO et al., 2001, 

ELZOGHBY et al., 2012).  

Diante à metodologia proposta, foram realizadas modificações na técnica dando 

origem à duas formulações. A formulação 1, denominada “Com incubação”, onde o RVT 

foi solubilizado em uma quantidade mínima de etanol, em seguida, adicionado à solução 

de BSA e incubado por uma hora, para então adicionar o etanol total (6 mL) e ocorrer o 

processo de precipitação da BSA. A formulação 2, denominada de “Sem incubação”, o 

RVT foi solubilizado no etanol total que foi adicionado na solução de BSA (6 mL) 

(MERODIO et al., 2001). A Tabela 1 mostra as principais características das NP-RVT 

das duas formulações. 

 

Tabela 1: Resultados do diâmetro médio, índice de polidispersão, potencial zeta e eficiência de 

encapsulação das NP-RVT obtidas a partir da técnica de coacervação “com” e “sem” tempo de 

incubação. 

 NP-RVT com incubação NP-RVT sem incubação 

Diâmetro médio (nm)  175 ± 6a  187 ± 11a 

Índice de polidispersão 0,13 ± 0,01a 0,11 ± 0,01b 

Potencial Zeta (mV) -38 ± 1a -51 ± 2b 

Eficiência de encapsulação (%) 60 ± 5a 27 ± 7b 

médias ± desvio padrão, letras iguais significam igualdade estatística e letras diferenças 

desigualdade estatísticas (Teste t Student, P ≤ 0,05), n = 10 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0263876213005200#bib0055
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Nota-se que a houve uma diferença estatística significativa entre as formulações, 

para os seguintes parâmetros: o IP, potencial zeta e EE% e somente o diâmetro médio 

apresentou valores equivalentes. O IP fornece informações sobre a homogeneidade entre 

os diâmetros das partículas (AVADI et al., 2010).  Ambas as formulações apresentaram 

IP abaixo de 0,2, indicando uma estreita distribuição de tamanho entre as nanopartículas. 

O mesmo ocorreu para o potencial zeta, as formulações apresentaram potencial, em 

modulo, distante da neutralidade (0 mV), sugerindo uma alta estabilidade físico-química 

da suspensão coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003).  

A EE% praticamente duplicou com a inserção do tempo de incubação, obtendo-

se uma maior encapsulação quando o RVT já estava presente na solução de BSA, durante 

o processo de coacervação. Sugere-se que a droga sob agitação constante com o polímero, 

por um tempo prolongado, pode levar a uma maior ocupação dos sítios de ligação da BSA 

pelo RVT e, por conseguinte, as interações químicas entre os mesmos. Diante os 

resultados expostos, optou-se pela formulação 1, “com incubação”, para a realização dos 

demais ensaios realizados nesse trabalho. 

A modificação feita na metodologia, com a inserção do tempo de incubação, antes 

do processo de dessolvatação, foi realizada baseando-se nos resultados obtidos por 

MERODIO et al. (2001). Em seu trabalho, MERODIO e colaboradores compararam 

diferentes estratégias efetuadas na técnica de coacervação, como alterações na ordem de 

adição dos compostos e inclusão de diferentes tempos de incubação. A melhor EE% foi 

obtida com incubação de 1 h entre a droga com a BSA, seguidos dos processos de 

coacervação e reticulação, respectivamente. O mesmo ocorreu para as NP-RVT obtidas 

no presente trabalho, tendo uma maior EE% quando o RVT permaneceu em solução com 

a BSA por uma hora antes do processo de coacervação.  

O glutaraldeído foi utilizado como agente de reticulação, na menor concentração 

considerada necessária para completa estabilização da estrutura polimérica (WEBER et 

al., 2000). A incorporação do glutaraldeído na cadeia polimérica é através da formação 

das bases de Shiff (C=N), formadas pelas interações químicas entre o aldeído do 

glutaraldeído e os grupos aminos da BSA. In vivo, as bases de Shiff são reduzidas a C-N, 

pois sofrem transformações no fígado e no baço. E a molécula reduzida é estável e 

dificilmente retornará ao estado de aldeído (WEI, 2008). Contudo, as NP-RVT foram 

purificadas através de lavagens e ultracentrifugações seriadas, para a retirada de todo o 

glutaraldeído que não incorporou na cadeia polimérica, para que não houvesse vestígios 

de glutaraldeído na forma livre presente na formulação.  
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Apesar da toxicidade comprovada do glutaraldeído em seu estado puro, o mercado 

oferece algumas opções de formulações que utilizam o glutaraldeído reticulado com 

proteínas plasmáticas. Muitas já estão na avaliação clínica de fase III, como exemplos, 

podemos citar o Hemopure, Hemolink e PolyHeme, que até o momento não apresentaram 

nenhuma toxicidade aparente (WEI, 2008).  

 

5.2 Caracterização Físico-Química  

 

5.2.1 Diâmetro Médio da Partícula e Índice de Polidispersão (IP) 

 

Visualmente, as soluções aquosas das NPs-brancas e NP-RVT apresentaram 

coloração branca com turbidez considerável, denotando um aspecto leitoso característico 

de NP de BSA. O sistema apresentou-se bem disperso, sem aglomerações detectáveis a 

olho nu. Para a análise, as amostras foram diluídas, a fim de evitar diâmetros falsos, 

maiores do que os reais, devido ao baixo movimento browniano que as NP apresentam 

quando estão concentradas. Logo, em maiores diluições o movimento das NP é maior, 

levando ao cálculo de um diâmetro mais fidedigno (FINSY, JAEGER, 1991). Os 

diâmetros médios e o IP das NPs estão representados na Tabela 2, decorrentes da média 

e desvio padrão de 10 amostras: 

 

Tabela 2: Diâmetro médio e índice de polidispersão de NP-brancas e NP-RVT. 

Formulações Diâmetro médio Índice de Polidispersão 

NP-RVT 175 ± 6 0,13 ± 0,01 

NP-branca 211 ± 6 0,10 ± 0,02 

n = 10, média ± desvio padrão. 

 

As NP apresentaram diâmetros nanométricos abaixo de 300 nm e o índice de 

polidispersão menor que 0,2, considerados ideais para NP carreadoras de fármacos 

(AVADI, et al., 2010). Entretanto, houve a formação de duas famílias – sistema bimodal 

– constituídas de uma família principal, com tamanhos entre 150-230 nm e, uma família 

com diâmetros abaixo dos 100 nm, responsável por 4% das NPs formadas (Figura 7).  
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O método de preparo e a composição quali-quantitativa das NP são fatores 

determinantes para diâmetro médio e o IP apresentado pelas NP. O esperado são NP com 

diâmetros entre 100-300 nm e distribuição monomodal, com baixo IP entre 0 - 0,2 

(SCHAFFAZICK et al., 2003; AVADI et al, 2010). Apesar da distribuição bimodal 

apresentada, a família de NPs com diâmetro abaixo de 100 nm representa apenas 4% do 

total das NPs, podendo ser considerada irrelevante quando analisada ao todo. Sendo 

assim, as NP-RVT apresentaram diâmetros médios satisfatórios, dentro dos parâmetros 

estabelecidos.  As NP-brancas obtidas foram relativamente maiores, porém, com melhor 

distribuição entre os diâmetros.  

Resumidamente de acordo com a equação de Noyes-Whitney, tamanhos 

nanométricos levam a um aumento da área superficial e, proporcionalmente, um aumento 

na velocidade de dissolução. O que conduz ao aumento na biodisponibilidade da droga 

carreada sistemicamente, consequentemente, potencializando seu desempenho in vivo 

(LIVELRSIDGE, CUNDY, 1995; KHARB et al., 2006). Sendo assim, o diâmetro médio 

pode ser considerado um importante parâmetro na avaliação da qualidade das NPs 

(MÜLLER-GOYMANN, 2004).  

WEBER et al. (2000) em seu estudo de otimização do método de coacervação, 

observou que soluções de BSA em pHs alcalinos (9,0) apresentariam melhores diâmetros 

Figura 7: Distribuição do diâmetro médio de uma amostra representativa de 

NP-RVT, média do diâmetro médio de 176,2 nm e índice de polidispersão de 

0,108. 
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médios, com índice de polidispersão menores e, consequentemente, sistemas 

monodispersos. No presente estudo, optou-se por não utilizar pHs acima de 7,0, diante do 

pressuposto que o RVT tende a degradar em pHs acima de 8,0, tornando-se ionizado e, 

consequentemente, instável, passível de rápida degradação (ROBINSON et al., 2014). O 

pH não interferiu significativamente no diâmetro das NP-RVT obtidas, apresentando 

diâmetro médio dentro do esperado. 

GUO e colaboradores (2009), obtiveram NP-RVT com diâmetros médios entre 

400-500 nm, também produzidas pelo método de coacervação. As NP apresentaram 

diâmetros médios três vezes maiores que as obtidas no presente trabalho. LI e 

colaboradores (2012) também obtiveram NP-RVT, pela mesma técnica, apresentando 

diâmetros médio em torno de 175 nm, equivalente ao diâmetro obtido no presente estudo. 

Porém, ambos os trabalhos utilizaram pH alcalino (9,0) na metodologia, aumentando as 

chances de degradações do RVT, comprometendo assim, a integridade da droga presente 

no sistema nanoestruturado. 

  

5.2.2 Microscopia Eletrônica de Varredura com Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

O MEV permite observar a área superficial de uma partícula e por meio do MEV-

FEG é possível examinar as NPs em seu estado original, com grandes ampliações e 

profundidade de foco (KALAB, 1993).  As fotomicrografias obtidas estão apresentadas 

na Figura 8. 

Figura 8: Micrografias das NP-RVT obtidas por MEV-FEG: a) Aumento de 36.000 X e b) 

61.000 X. 
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As NP-RVT apresentaram-se com forma esférica, não sendo possível observar a 

existência de poros pelos aumentos utilizados. O diâmetro médio observado a partir do 

MEV-FEG foi menor do que 190 nm, com uma distribuição de tamanho relativamente 

homogênea. Os valores são condizentes com os valores encontrados pela técnica de 

espectroscopia de correlação de fótons (150-230 nm).  

Sugere-se que a conformação apresentada pelas NP-RVT seja nanoesferas, pois 

baseando-se na estrutura visualizada nas fotomicrografias e pelos componentes que 

formam as NP, são parâmetros que tendem a formar NP com essa morfologia. Mas, 

somente por técnicas como a de criofratura, poderá se confirmar tal conformação 

estrutural. 

 

5.2.3 Potencial Zeta  

 

O valor do potencial zeta das NP-brancas e NP-RVT foram avaliados e estão 

representados na Tabela 3.  

 

Tabela 3: Potencial Zeta de NP-brancas e NP-RVT. 

Formulações Potencial zeta (mV) 

NP-RVT - 38 ± 1 

NP-branca - 42 ± 2 

n = 10, média ± desvio padrão 

 

As NP-RVT e as NP-brancas apresentaram cargas superficiais negativas, não 

demonstrando diferença considerável entre ambas. Dessa maneira, pode-se afirmar que a 

adição o RVT não alterou significativamente a carga superficial das nanopartículas.  

NP com cargas superficiais de +/- 30 mV, indicam uma alta estabilidade físico-

química da suspenção coloidal e com baixa tendência à agregação, diante o pressuposto 

de que grandes forças repulsivas tendem a evitar colisões ocasionais entre as NP (BEDÉ, 

2000; MALVERN, 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003). Sendo assim, o resultado obtido 

pode ser considerado significativo, demonstrando uma baixa tendência de agregação 

entre as NP-RVT.  

A BSA isoladamente, apresenta uma distribuição desuniforme das cargas em sua 

molécula em meio neutro, podendo exibir cargas que variam de -10, -8 e 0, mas em geral 

apresenta-se com carga negativa (HIRAYAMA, et. al., 1990; CARTER & HO et. al., 

1994). YEDOMON e colaboradores (2013) em seu estudo de otimização do método de 
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coacervação para síntese de NP de BSA, obtiveram NP com potencial zeta de -50 mV em 

pH próximo a 7,0. O mesmo foi observado por LANGER (2003) com NP com 

POTENCIAL ZETA acima de -45 mV em pH neutro. Esses estudos corroboram com os 

dados obtidos nesse trabalho, demonstrando alta carga negativa para NP de BSA. 

 

5.2.4 Adaptação da Validação do Método Analítico para Quantificação do RVT por 

CLAE  

 

Para a quantificação do RVT por CLAE, primeiramente, foi realizado uma 

adaptação da validação analítica desenvolvida por LINDNER et al. (2013), para que a 

quantificação do RVT estivesse dentro dos parâmetros analíticos ideais. Inicialmente, foi 

realizado uma corrida cromatográfica de uma amostra de RVT, para que houvesse a 

detecção da droga pelo equipamento, conforme as condições estabelecidas por LINDNER 

et al. (2013). A Figura 9 demonstra que houve a detecção do RVT no tempo de retenção 

de 7,24 min. O pico formado apresenta-se de forma estreita e simétrica, com alta 

absorbância e sem ruídos na linha de base, considerado ideal para as análises posteriores. 

 

 Figura 9: Cromatograma de uma amostra de RVT (100 µg/mL) solubilizada em 

metanol:água (50:50 v/v); fase móvel metanol:água (51:49 v/v), fluxo de 0,9 mL/min; 

detecção no comprimento de onda de 306nm, volume de injeção 20 µL. Absorbância 

(AU) em função do tempo (min). 

 

O método cromatográfico foi avaliado quanto a especificidade, com o propósito 

de demonstrar a eficiência em detectar somente o RVT, sem a interferência de algum 

outro componente da formulação, no mesmo tempo de retenção do RVT (ANVISA, 

2003). A análise foi realizada através da comparação dos cromatogramas dos 

sobrenadantes das NP-brancas e NP-RVT (Figura 10).  
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Figura 10: (A) cromatograma de uma amostra de sobrenadante de NP-RVT, identificando 

a presença do RVT através do pico formado; (B) cromatograma de uma amostra de 

sobrenadante de NP-brancas, mostrando a ausência da formação de picos. 

  

 

Comparando os cromatogramas, podemos afirmar que a quantificação do RVT é 

fidedigna, pois não há nenhum outro componente na formulação com o mesmo tempo de 

retenção do RVT. Então o método cromatográfico pode ser considerado específico para 

a identificação e quantificação do RVT. 

A linearidade também foi avaliada seguindo a Resolução ANVISA RE n° 899 de 

maio de 2003, que define a linearidade como à capacidade do método em gerar resultados 

linearmente proporcionais à concentração do analito, enquadrados na faixa analítica 

especificada. A Figura 11 representa a curva analítica, a equação e o coeficiente de 

correlação (r²), gerado a partir da equação. Os valores da equação constituem em: Y é a 

área do pico e o C é a concentração da solução padrão em µg/mL. O valor encontrado do 

r² (0,99973) está muito próximo de 1, correspondendo ao preconizado pela ANVISA 

(2003), indicando linearidade no intervalo proposto. 
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Figura 11: Curva analítica do RVT solubilizado em metanol:água (50:50, v/v). Fase 

móvel metanol:água (51:49, v/v), fluxo de 0,9 mL/min; detecção no comprimento de onda 

de 306nm, volume de injeção 20µL. Área X Concentração (µg/mL), 

 
 

O limite de quantificação (LQ) e o limite de detecção (LD) foram calculados a 

partir dos valores obtidos da curva analítica (Figura 10). O LQ pode ser definido como a 

menor quantidade de analito presente em uma amostra, que pode ser quantificado com 

precisão e exatidão sob condições experimentais estabelecidas. Já o LD é a menor 

quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas não 

necessariamente quantificada (ANVISA, 2003).  O LD e o LQ foram 0,63 µg/mL e 1,93 

µg/mL, respectivamente. 

Os parâmetros avaliados para a quantificação do RVT estão dentro do esperado, 

demonstrando-se adequados para a quantificação do RVT por CLAE, sendo especifico, 

linear e com LQ e LD dentro da faixa de trabalho. Logo, a EE% das NP-RVT, pode ser 

determinada por esse método. 

 

5.2.5 Determinação da Eficiência de Encapsulação  

 

A determinação da EE% foi pelo método indireto, ou seja, o RVT que não 

encapsulou na matriz polimérica foi quantificado no sobrenadante das NP-RVT por 

CLAE e, através de cálculos matemáticos, foi determinado a quantidade de RVT 

encapsulado.  A EE% das NP-RVT foi de 60 ± 5 %, com teor de droga encapsulada em 

torno 6,0 mg. Segundo FRESTA e colaboradores (1995) a droga encapsulada pode 



55 
 

apresentar-se dispersa, adsorvida ou quimicamente ligada a matriz polimérica. Acredita-

se que o RVT se encontra ligado a matriz polimérica, proveniente de ligações de 

hidrogênio e interações de Van Der Walls entre as hidroxilas do RVT e os grupamentos 

hidrofílicos da BSA. 

Estudo similares, que também obtiveram NP de BSA contendo RVT, 

demonstraram EE% divergentes. LI e colaboradores (2012) obtiveram EE% de 39,4%, 

resultado semelhante foram obtidos por GUO e colaboradores (2009), alcançando EE% 

em torno de 34%. Ambas as EE% condizem com a EE% obtida pela formulação 2 do 

presente trabalho. Demonstrando assim, que a inclusão do tempo de incubação na 

metodologia de coacervação, trouxe resultados satisfatórios, tendo as NP-RVT uma maior 

carga RVT (~59%), quando comparadas aos outros estudos citados. 

 

5.2.6 Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

Os espectros de FTIR do RVT (A), da mistura física entre RVT e BSA (1:10 p/p) 

(B), NP-branca (D) e NP-RVT (C) estão representados na Figura 12. 

O RVT apresentou as principais bandas pertencentes aos seus grupos químicos, 

como uma banda em 3268 cm-1 referente ao estiramento O-H, as bandas 1589 e 1610 cm-

1, correspondem ao estiramento C-C das duplas ligações do anel aromático e, a banda 

1385 cm-1, correspondente ao estiramento C-O.  A conformação trans do RVT foi 

confirmada pela presença da banda em 965 cm-1 que caracteriza a ligação C=C dos 

carbonos da olefínicos. Outra banda forte aparece em torno de 670 cm-1, correspondente 

a deformação angular C-H fora do plano do anel aromático. O espectro gerado do RVT 

condiz com outros espectros encontrados na literatura (SHI et al., 2008; KIM et al., 2012; 

COATES, 2000). 

As NP-brancas apresentaram um espectro de FTIR característico da BSA, 

apresentando suas principais bandas: 3300 cm-1 encontra-se uma banda larga e intensa 

referente ao estiramento O-H e as bandas 1654 cm-1 (C=O), 1550 cm-1 (N-H) e 1240 cm-

1 (C-N) características da Amida I, Amida II e Amida III, respectivamente (LAM et al., 

2015; COATES, 2000).  
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BELLUSCI e colaboradores (2009), demonstraram que o espectro de FTIR da 

BSA não sofre alteração significativas após o processo de reticulação. Observando 

somente uma intensificação nas bandas características da BSA, sem a formação de novas 

bandas ou a ausência das já existentes. Isso pode ser explicado, porque durante o processo 

de reticulação ocorre a formação de uma ligação C=N (bases de shiff), resultante da 

ligação de grupos aminos da proteína com os grupos aldeídos do agente de reticulação. A 

ligação C=N apresenta banda característica em ~1648 cm-1, como esta região é muito 

próxima a banda característica do C=O, as bandas acabam por ficar sobrepostas 

(ROKHADE et al., 2007; COATES, 2000). 

Para a realização do espectro da mistura física, foi mantido a proporção utilizada 

na obtenção das NP-RVT e o espectro de FTIR apresentou sobreposição entre as 

principais bandas que identificam ambas as substâncias. No espectro de FTIR das NP-

RVT, também foi possível observar sobreposições entre algumas bandas, mas também 

uma intensificação na banda próximo a 3300 cm-1 (OH) e a identificação da banda em 

670 cm-1 pertencente a deformação angular C-H fora do plano do anel aromático, 

atribuídos então ao RVT presente nas NP-RVT. 

De acordo com os resultados pode-se considerar que o processo de formação das 

NP-RVT não promoveu alterações nas estruturas químicas dos componentes, 

demonstrando que a interação polímero-fármaco não alterou os principais grupos 

funcionais de cada material. 

 

5.2.7 Difração de Raio X (DRX) 

 

Os difratogramas referente ao RVT (A), NP-brancas (B) e NP-RVT (C) estão 

apresentados na Figura 13. 

O difratograma pertencente ao RVT, apresenta intensos picos, entre 10° e 35°, 

característicos de substâncias cristalinas. Esses resultados corroboram com os obtidos por 

NAM e colaboradores (2005), onde o RVT apresenta organização estrutural considerável, 

como as substâncias cristalinas. As NP-brancas exibiram estrutura totalmente amorfa, 

isenta de picos. O mesmo perfil foi obtido pelas NP-RVT, com características amorfa e 

sem os picos cristalinos característicos do RVT, demonstrando que o RVT está 

aleatoriamente disperso na forma amorfa. 
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A conformação amorfa proporciona moléculas dispostas aleatoriamente e, 

portanto, necessita de um menor consumo de energia para separá-las. Da mesma maneira, 

espera-se uma velocidade de dissolução mais rápida para o RVT encapsulado, com a nova 

conformação influenciando diretamente na sua liberação e biodisponibilidade (RIEKES et 

al, 2011). 

 

5.2.8 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) e Análise Termogravimétrica 

Derivada (DTG) 

  

As análises térmicas de DSC e DTG das amostras BSA (A), RVT (B), NP-branca 

(C) e NP-RVT (D), estão expostas simultaneamente na Figura 14.  

A curva do DSC da BSA mostra um primeiro evento endotérmico na temperatura 

de 65,23°C, correspondente ao ponto de desnaturação da proteína. Um segundo evento 

endotérmico, com menor intensidade, ocorre na temperatura de 224,41°C. A 

decomposição térmica da BSA inicia-se com o processo de desnaturação, com cerca de 

3,15% de perda de massa e segue, progressivamente, até o final da análise com 72% de 

perda. 

 

Figura 13: Difratogramas obtidos por DRX do (A)RVT, (B)NP-branca e (C)NP-RVT. 
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Na curva do DSC do RVT ocorre a formação de um pico endotérmico intenso em 

267,54°C, característico do processo de fusão da droga (KIM et al., 2012; TROLLOPE 

et al., 2014). A decomposição térmica do RVT é lenta, quando atinge temperatura de 

fusão, ocorre somente 1,8% de perda de massa e quando atinge temperatura de 444°C a 

perda de massa alcançada é de 54%. A decomposição térmica ocorre de forma espontânea 

através do calor fornecido, e pode ser considerado o início da degradação do RVT. 

As NP-brancas apresentaram termograma semelhante ao termograma da BSA 

pura, porém houve um pequeno deslocamento no pico característico da desnaturação da 

BSA, com início em 59,25°C. Também ocorreu uma maior decomposição térmica, com 

perda de massa de 7,25%. Um segundo evento endotérmico ocorre na temperatura de 

Figura 14: Curvas de DSC-DTG A) BSA; B) RVT; C) NP-branca e D) NP-RVT. Linhas em verde para 

derivada da massa e linhas em azul para o DSC. 
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240°C, com perda de massa equivalente a 15,2%. O pico endotérmico em ~225°C, 

presente na curva do DSC da BSA pura, não apareceu na curva do DSC das NP-brancas. 

Acredita-se que os processos químicos sofridos pela BSA durante o processo de obtenção 

das NP, culminaram em mudanças estruturais na BSA, influenciando diretamente no 

perfil termoanalítico das NP-brancas.  

As NP-RVT apresentaram na curva do DSC todos os picos endotérmicos presente 

nas NP-branca, além do evento endotérmico na temperatura próxima a 220°C, 

característico da BSA pura. Da mesma forma, pode-se verificar a ausência do pico 

endotérmico do RVT (~267°C), característico do processo de fusão da droga. Esse dado 

não representa necessariamente uma incompatibilidade química entre a droga e a BSA, 

caracterizando uma desestruturação do RVT, mas sim, a existência de uma forte interação 

polímero-droga em função do processo de formação das NP-RVT. Também há relatos na 

literatura da ausência de picos de fusão de fármacos que se encontravam encapsulados 

em matrizes poliméricas (MU, FENG, 2002) 

No que se refere a decomposição térmica das NP-RVT, foi observado uma menor 

perda de massa das NP-RVT (65%) em relação a perda de massa observada para as NP-

brancas (71%). Esse fato também pode ser atribuído a presença do RVT na estrutura 

polimérica, retardando a decomposição da NP-RVT. 

 

5.2.9 Espectroscopia de Fluorescência  

 

A técnica de espectroscopia de fluorescência foi realizada a fim de observar a 

interação existente entre o RVT e a BSA na composição das NP-RVT, avaliando 

principalmente a capacidade de supressão do RVT sob a fluorescência da BSA. Para a 

análise, foi fixado o λ de emissão da BSA (280 nm), todavia é possível observar a emissão 

de fluorescência da BSA e do RVT, em diferentes intensidades, devido às interações 

existentes. Os espectros de fluorescência de todas as amostras estão representados na 

Figura 15 (A) e os comprimentos de onda, correspondentes a emissão máxima de cada 

amostra, estão dispostas na Tabela 4. 
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Tabela 4: Emissão máxima da fluorescência da BSA, RVT, Mistura Física (BSA:RVT 

10:1), NP-brancas, NP-RVT. 

Amostras Emissão Máxima (nm) 

BSA 340 

RVT 410 

Mistura Física (BSA/RVT, 10/1) 370 

NP-brancas 330 

NP-RVT 420 

 

A fluorescência do RVT é referente aos anéis aromáticos presentes na molécula e 

a emissão máxima observada para a droga é compatível com os relatados por outros 

Figura 15: A) Espectros de fluorescência do RVT, BSA, mistura física (BSA/RVT 10:1), 

NP-brancas e NP-RVT; B) Espectros de fluorescência de NP-brancas (50µg/mL) e NP-RVT 

(50, 25 e 12,5 µg/mL). Todas as amostras foram solubilizadas em tampão PBS (10mM, pH: 

7,4) λex: 280 nm e λem: 300-500 nm. 
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pesquisadores (LIANG et al., 2008). A BSA apresenta uma alta intensidade de 

fluorescência e os grupamentos tirosina, fenilalanina e principalmente o triptofano, são 

os responsáveis pela emissão de fluorescência da proteína. Dos três fragmentos, a emissão 

dos resíduos de triptofano da BSA (Trp-134 e Trp-212) são os mais significativos, com 

cerca de 90% de emissão total (NAVEENRAJ, ANANDAN, 2012; SULKOWSKA, 

2002; HOLMBERG et al., 2005). 

Na mistura física entre BSA e RVT (p/p) é possível observar a interação existente 

entre droga-proteína pela formação de um pico de emissão extenso, englobando as 

máximas de emissão de ambas as substâncias. Também é possível verificar uma redução 

na intensidade de fluorescência (IF), quando comparado a IF da BSA isolada, 

demonstrando a capacidade do RVT em inibir a fluorescência da BSA. Os resultados são 

compatíveis com os encontrados por XIAO et al. (2008) e LI et al. (2011), que em seus 

respectivos trabalhos comprovaram a capacidade do RVT em inibir a fluorescência da 

BSA através de interações químicas, como ligações de hidrogênio e forças de van der 

Waals. Os autores relatam que as interações ocorrem, principalmente, entre hidroxilas do 

RVT e os grupamentos vizinhos aos resíduos de triptofano da BSA, formando um 

complexo RVT-BSA. E ao receber energia de um fóton, por exemplo, o complexo BSA-

RVT não é mais capaz de emitir luz.  

O espectro de fluorescência das NP-brancas mostra uma intensa redução na IF da 

BSA. Acredita-se que a redução da IF, seja consequência da nova conformação estrutural 

da BSA, adquirida pelos processos de dessolvatação/reticulação na formação das NP-

brancas. A nova constituição estrutural pode ter interiorizado os resíduos de triptofano, 

dificultando a irradiação dos resíduos aromáticos e, consequentemente, a excitação do 

mesmo, diminuindo a intensidade de emissão da fluorescência da molécula 

(LAKOWICZ, 1999; FREIFELDER, 1976).  

No espectro de fluorescência das NP-RVT ocorre a extinção completa da emissão 

de fluorescência da BSA. Conforme o ocorrido no espectro de fluorescência da mistura 

física, a supressão da fluorescência da BSA ocorre devido a formação do complexo BSA-

RVT incapaz de emitir fluorescência (XIAO, et al., 2008; LI, et al., 2011).  

A Figura 15 (B) exemplifica melhor o processo de supressão de fluorescência da 

BSA pela complexação com o RVT. Pode-se observar que os espetros de emissão de 

fluorescência das NP-RVT e NP-brancas, apresentam-se totalmente distintos entre si, e o 

RVT é capaz de suprimir por completo a fluorescência da BSA, em todas as 

concentrações de NP-RVT analisadas.   
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Diante aos resultados da análise de espectroscopia de fluorescência, podemos 

afirmar a interação existente entre a BSA e o RVT, na constituição estrutural das NP-

RVT, pelos seguintes eventos: 

1) A emissão de fluorescência do RVT com máxima de emissão em 420 nm a 

partir do espectro de fluorescência das NP-RVT; 

2)  A capacidade do RVT inibir a fluorescência da BSA, formando um complexo 

que suprimi totalmente sua emissão da fluorescência da BSA; 

3)  E por fim, a disparidade entre os espectros de fluorescência das NP-brancas e 

NP-RVT. 

O conjunto de resultados encontrados pelas análises que compuseram a 

caracterização físico-químicas, corroboram entre si. Demonstrando que o processo de 

nanoencapsulação não favoreceu nenhum tipo de modificação que descaracterizasse os 

compostos que constituem as NP-RVT. Também comprovaram a existência de uma forte 

interação entre o RVT e a BSA. Além, de certificar a formação de um sistema amorfo, 

propriedade físico-química considerada de suma importância para sistemas 

nanoestruturados, pois influência diretamente na velocidade de liberação da droga e, 

consequentemente, na biodisponibilidade (ATTAMA et al., 2006). 

 

5.3 Liberação In Vitro 

 

5.3.1 Determinação da Solubilidade do RVT 

 

O estudo de liberação in vitro determina a quantidade de fármaco liberado das NP 

em um meio dissolutor, em função do tempo. Mas para tal ensaio, é necessário a 

manutenção das condições sink, a fim de que não ocorra a saturação do fármaco no meio 

envolvente (KLOSE, et al., 2011). A condição sink é mantida quando durante toda a 

análise, a concentração do fármaco não ultrapasse 10 a 15% da saturação máxima no meio 

de dissolução. Desse modo, no decorrer da liberação do RVT através das NP-RVT, a 

concentração do fármaco aumentará linearmente, sem influenciar o gradiente de 

concentração (KUU, 1989; VASCONCELOS, et al.; 2007).  

Em alguns casos, como quando o fármaco é praticamente insolúvel em água ou 

no meio dissolutor em estudo, são aplicadas estratégias para que a condição sink seja 

alcançada ou mantida, tais como, adição de um surfactante ao meio de dissolução ou 

adição de solventes orgânicos (SAARINEN-SAVOLAINEN et al., 1997; MANADAS, 

2002).  
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Sabe-se que o RVT é praticamente insolúvel em água (30 µg/mL) (FILIP et al., 

2003) e a solubilidade em tampão PBS (pH 7,4) também é muito baixa, aproximadamente 

13,6 µg/mL (HUNG et al., 2007). A dificuldade de dissolução da droga, prejudica o 

estudo da liberação in vitro, pois o fármaco tende a não migra para o meio dissolutor. 

Dessa maneira, diferentes meios dissolutores foram analisados, a fim de avaliar qual meio 

o RVT apresentava melhor solubilidade. A Tabela 5 traz os resultados para a solubilidade 

do RVT, frente aos meios dissolutores testados: 

 

Tabela 5: Solubilidade do RVT em tampão fosfato-salino (PBS, 10mM, pH:7,4) com os 

surfactantes Tween 80 (1 e 5%) e PVA (1 e 5%). 

Tampão PBS + 

Tween 80 (1%) 

Tampão PBS + 

Tween 80 (5%) 

Tampão PBS + 

PVA (1%) 

Tampão PBS + 

PVA (5%) 

1,24 ±0,1a 1,25 ± 0,1a 0,20 ± 0,04b 0,45 ± 0,2c 

n = 3, média e desvio padrão (mg/mL); a- sem diferença estatística significativa; b e c - diferença 

estatística significativa (p < 0,05). 

 

De acordo com as concentrações expostas na Tabela 5, a solubilidade do RVT nos 

meios que continham PVA foi muito baixa, com solubilidade inferior a 0,5 mg/mL, 

porém, maior que do somente tampão PBS (13,6 µg/mL), descrito na literatura. Já os 

meios com Tween 80, a solubilidade do RVT foi maior, cerca de três vezes mais solúvel 

que para os meios com PVA.  

As concentrações do Tween 80, 1% e 5%, quando comparadas, não apresentaram 

diferença estatística significativa (p < 0,05) entre si. Dessa maneira, o aumento na 

concentração do tensoativo não proporcionou uma maior solubilidade do RVT e a droga 

alcançou solubilidade máxima com a adição de apenas 1% do Tween 80. 

Por tanto, o tampão PBS (10mM, pH 7,4) com Tween 80 1% foi o escolhido como 

o meio dissolutor para o ensaio de liberação in vitro. A condição sink foi preservada 

durante a análise, com a inserção de apenas 10% da concentração máxima da solubilidade 

do RVT (mg) por mililitro (mL) no meio dissolutor, ou seja, a cada mL do meio dissolutor 

foi adicionado 0,124 mg do RVT encapsulado nas NP-RVT. 
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5.3.2 Determinação do Perfil de Liberação  

 

 O perfil de liberação in vitro do RVT a partir das NP-RVT em função do tempo, 

está apresentado Figura 16.  

  

De acordo com o gráfico, pode-se observar que houve uma pronunciada liberação 

nas primeiras 8 h de experimento, com aproximadamente 15% do fármaco liberado das 

NP-RVT, correspondente a 150 µg de RVT. Esse efeito, em que ocorre uma liberação 

rápida de fármaco no início do ensaio, é conhecido como efeito burst e está relacionado 

a uma rápida liberação do fármaco que se encontra na adsorvido na superfície das NP 

(HUANG, BRAZEL, 2001).  

Após essa rápida liberação, ao decorrer das horas observou-se que a velocidade 

de liberação tornou-se mais lenta e prolongada, liberando somente 26 % (260 µg) de RVT 

ao final de 144 h. Essa etapa mais lenta de liberação pode ser decorrente da dificuldade 

do RVT em transpor as estruturas poliméricas, caracterizando em uma liberação bastante 

gradual e sustentada. São muitos os fatores que podem atuar retardando a liberação, 

acredita-se que o mais evidente seja à existência das fortes interações químicas entre o 

RVT e a BSA, desfavorecendo a liberação da droga para o meio dissolutor. Outro fator 

que pode exercer influência no prolongamento da liberação é o excesso de enrijecimento 

da rede polimérica durante o processo de reticulação com o glutaraldeído. O uso de 

Figura 16:  Porcentual de liberação acumulativo do RVT a partir das NP-RVT em 

tampão PBS (10 mM, pH=7,4) em função do tempo (n = 3). 
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concentrações muito altas de agente reticulante pode dificultar a ruptura da rede 

polimérica e, por conseguinte, a liberação da droga.  

LI e colaboradores (2012) utilizaram 0,25% de agente de reticulação, 

glutaraldeído, no processo de formação de NP de BSA contendo RVT, pelo do método 

de coacervação. Em seu estudo de liberação, obteve cerca de 80% de RVT liberado da 

rede polimérica em 72 h, no meio dissolutor composto por tampão PBS (pH: 7,4). 

Diferentemente, o presente trabalho utilizou glutaraldeído na concentração de 8%, 

obtendo perfil de liberação mais lento que os obtidos por LI et al. (2012). Diante da 

discrepância entre os perfis de liberação encontrados, acredita-se que a concentração 

utilizada do agente de reticulação possa influenciar diretamente na modulação do perfil 

de liberação de fármacos através de NP, obtidas pela técnica de coacervação.  

THOTE e colaboradores (2005) também observaram que houve redução na 

velocidade de liberação quando o processo de reticulação era realizado, criando assim 

uma barreira adicional a difusão do fármaco. Toda via, sob condições in vivo, onde o meio 

fisiológico sofre influência de inúmeros sistemas enzimáticos, espera-se uma quantidade 

maior de droga liberada (GORNER et al., 1999). 

 

5.3.3 Determinação da Cinética e do Mecanismo de Liberação  

 

Os resultados obtidos no ensaio de liberação in vitro foram aplicados em modelos 

matemáticos e, a partir dos coeficientes de determinação (r2) e do critério de seleção do 

método (CSM) gerados, verificamos qual modelo cinético melhor corresponde ao 

mecanismo de liberação do RVT através das NP. Os resultados obtidos estão expostos na 

Tabela 6:  

 

 Tabela 6: Análise cinética de liberação do RVT a partir das NP-RVT em tampão PBS 

(10 mM, pH=7,4). 

  R2=coeficiente de correlação, CSM = critério de seleção de modelo, k= constante de liberação 

 

MODELO r2 CSM K (h-1) 

Ordem Zero 0,9621 -0,9266 0,2243 

Primeira Ordem 0,9697 -0,8170 0,0027 

*Segunda Ordem 0,9790 -0,1953 α: 0,0011 β: 0,0126 

Higuchi 0,9621 -0,9267 0,1378 
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O modelo cinético que corresponde ao comportamento de liberação in vitro é o de 

segunda ordem, ou também conhecido como biexponencial, onde a orientação da 

liberação é regida por duas constantes cinéticas, a α, correspondente a velocidade de 

dissolução rápida observada nas primeiras horas de ensaio e, a constante β, que diz 

respeito a etapa mais lenta de liberação (PEREIRA et al., 2006).  

A liberação dos fármacos através de sistemas nanoparticulados depende de 

diversos fatores, como: a) dessorção do fármaco da superfície das partículas; b) difusão 

do fármaco através da matriz das nanoesferas; c) difusão através da parede polimérica das 

nanocápsulas; d) erosão da matriz polimérica; ou ainda e) a combinação dos processos de 

difusão e erosão (SOPPIMATH, et al., 2001). E a partir do melhor compreendimento do 

processo de liberação do fármaco in vitro, podemos presumir o comportamento de 

liberação no meio biológico.  

O modelo matemático de Korsmeyer-Peppas foi aplicado para melhor 

entendimento do mecanismo em que o RVT foi liberado das NP-RVT. O modelo de 

Korsmeyer-Peppas expressa o mecanismo de liberação de fármacos a partir de sistemas 

esféricos, através de três mecanismo (SIEPMANN, PEPPAS, 2001):  

 Mecanismo Fickiano, ou transporte por difusão através do polímero, quando 

o valor de n encontrado é inferior a 0,43; 

 Mecanismo não-Fickiano, ou transporte por erosão do polímero, o valor n é 

superior a 0,85; e, 

 Transporte Anômalo: sendo esse regido pelos dois mecanismos associados, 

difusão e erosão, o valor de n está entre 0,43 e 0,85. 

O expoente de liberação (n) gerado através da equação de Korsmeyer-Peppas foi 

de 0,2273, correspondendo ao mecanismo Fickiano de liberação. Dessa maneira, o 

transporte do RVT através da rede polimérica é predominantemente por difusão. E o 

processo é movido por um gradiente de concentração, relacionado ao movimento 

aleatório das moléculas (movimento browniano), regido pela primeira lei de Fick 

(MARTIN et al., 1993). Semelhantes perfis cinéticos foram obtidos por DAS e 

colaboradores (2005) através de NP de BSA contendo Aspirina, e por LEO e 

colaboradores (1999) por NP de Gelatina contendo Doxorrubicina. 

Ao analisar o perfil de liberação in vitro do RVT a partir das NP-RVT, em termos 

teóricos, verificamos que ao final das 144 h ainda encontrava-se, aproximamente, 70% 

do fármaco aprisionado, sendo liberado lentamente de forma contínua e sustentada. In 

vivo, isso poderia refletir em: a) Menores flutuações dos níveis plasmáticos da droga; b) 
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redução da frequência de administração; c) redução no efeitos colaterais; além de 

cobertura terapêutica de duração prolongada  (DAS et al., 2005; ANSEL et al., 2007).  

 

5.4 Ensaio de Estabilidade Físico-química 

 

O estudo da estabilidade físico-química tem por finalidade fornecer evidências de 

como a qualidade de um produto varia com o tempo sob influência dos fatores ambientais 

como, temperatura, umidade, luz e ar atmosférico (LEITE, 2005). As condições básicas 

de armazenamento a serem testadas, em estudos de estabilidade, são estocagem em 

diferentes temperaturas (ambiente, moderada e baixa) e atmosferas com variação de 

umidade relativa (ORIQUI, MORI, 2013).  

Dessa maneira, os ambientes: temperatura ambiente, sob refrigeração e sob 

congelamento foram estabelecidos para o acondicionamento das NP-RVT, por serem 

considerados os mais comuns no armazenamento de fármacos e insumos farmacêuticos. 

E a estabilidade físico-química das NP-RVT foi determinada através da avaliação da 

estabilidade das NP durante um período de tempo pré-determinado, sob as diferentes 

condições de armazenamento.  

Após os primeiros 7 dias de acompanhamento, foi possível observar que as NP-

RVT congeladas, com e sem crioprotetor, sofreram agregação. Visualmente, foi possível 

observar a formação de sedimentos no fundo dos tubos de microcentrifugação e ao 

homogeneizar as amostras formavam-se grumos. Os parâmetros de diâmetro médio e IP 

corroboraram com o aspecto visualizado, com diâmetros maiores que 1000 nm e IP acima 

de 0,5. Diante as características observadas, foi possível constatar que as NP-RVT 

congeladas demonstraram instabilidade quando acondicionadas em refrigerador, 

consideradas então, inadequadas para NP carreadoras de fármacos.    

Os crioprotetores são empregados em processo de congelamento e liofilização de 

NP, para protegê-las durante o congelamento. A proteção é alcançada devido a formação 

de uma matriz amorfa ao redor das NP, promovendo um espaçamento entre as mesmas, 

evitando, assim, a agregação durante o congelamento, tornando-as passíveis de 

ressuspensão (KONAN et al., 2002). Geralmente, usa-se carboidratos como a glicose, 

sacarose e o manitol (SAEZ et al., 2000) e a quantidade de crioprotetor adicionado varia 

de uma formulação para outra, na literatura encontram-se dados descrevendo desde o uso 

de 2% de crioprotetor até 30% (p/v) (SCHWARZ et al., 1997; CAVALLI et al., 1997; 

SAEZ et al., 2000). 
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Porém, a adição do crioprotetor não foi capaz de impedir a agregação das NP-

RVT quando armazenadas em temperaturas negativas. Acredita-se que a concentração de 

crioprotetor utilizado (5%) foi insuficiente, não sendo capaz de garantir proteção às NP. 

Por tanto, as NP-RVT mantidas sob congelamento foram consideradas instáveis e o 

ambiente impróprio para o acondicionamento das NP-RVT. As amostras congeladas não 

foram mais avaliadas nas semanas subsequentes, por serem consideradas inapropriadas.  

As NP-RVT armazenadas nos demais locais, sob refrigeração e temperatura 

ambiente, foram analisadas semanalmente. Macroscopicamente, no decorrer do tempo, 

as NP-RVT de ambos os armazenamentos, apresentavam-se idênticas, conservando as 

características iniciais, como: coloração branca e aspecto leitoso, visualmente bem 

dispersas e sem formação de precipitados. Os parâmetros avaliados semanalmente, 

diâmetro médio e IP e também as análises de potencial zeta e teor de fármaco liberado, 

estão expostos nas Figuras 17 e 18, respectivamente. 

 

 

 

A Figura 17 (A) mostra o gráfico com as médias dos diâmetros médios das NP-

RVT, armazenadas em temperatura ambiente e sob refrigeração, durante 12 semanas. 

Nota-se, que no decorrer das semanas as NP-RVT permaneceram na faixa de ~175 nm 

nos dois locais de estocagem, não ocorrendo diferença estatística significativa (p < 0,05) 

entre as semanas.  O mesmo ocorreu para o IP, observado na Figura 17 (B), mantendo-se 

entre 0,08 – 0,18, permanecendo estáveis durante todo período avaliado, sem indícios de 

agregação entre as NP.    

Figura 17: A) Diâmetro médio das NP-RVT e B) Índice de polidispersão das NP-RVT 

em função do tempo, conservados em temperatura ambiente e sob refrigeração (2-8°C). 

n = 3, Média e desvio padrão. 
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O gráfico (A) da Figura 18, mostra o potencial zeta das NP-RVT acondicionadas 

em temperatura ambiente e sob refrigeração, ao longo das semanas. Inicialmente, 

podemos observar que o potencial zeta oscilou no decorrer do tempo, com diferença 

estatísticas significativas (p < 0,05) entre a 3°, 7° e a partir da 9°semana, para as duas 

condições de armazenamento. Apesar das diferenças estatísticas, todas as cargas 

superficiais foram acima de -25 mV, considerado um alto potencial zeta, capaz de conferir 

uma grande estabilidade das suspensões coloidais (NEVES et al., 2013).  

Alguns autores relataram oscilações entre os valores de potencial zeta, de uma 

mesma partícula, durante um prolongado período de análises. Esse fenômeno foi 

observado por GRILLO e colaboradores (2012) em suas NP de poli(ε-caprolactone) 

contendo atrazina, e também por OLIVERA et al. (2015) em NLS contendo atrazina e 

simazina. Porém, os autores consideraram as NP estáveis, pois as oscilações 

encontravam-se bem distantes da neutralidade.  

O teor de fármaco liberado foi obtido através da leitura dos sobrenadantes 

recolhidos semanalmente das NP-RVT e analisados por CLAE. Os percentuais de 

decaimento da concentração do RVT, para ambos os ambientes, estão contidos no gráfico 

(B) da Figura 18. As NP-RVT, mantidas sob refrigeração, apresentaram um teor de RVT 

liberado de aproximadamente 8%, até a 7° semana, mantendo esse percentual nas 

semanas seguintes. As NP-RVT em temperatura ambiente, obtiveram uma menor 

liberação do RVT, com cerca de 5% ao longo do tempo. O teor de fármaco liberado para 

os NP-RVT para os dois locais, refere-se ao RVT adsorvido na superfície das NP, que ao 

Figura 18: A) Potencial Zeta das NP-RVT e B) Teor de RVT liberado das NP-RVT em 

função do tempo, conservados em temperatura ambiental e sob refrigeração (2-8°C). 

n = 3, Média e desvio padrão; a- sem diferença estatística; b- diferença estatística significativa 

(p < 0,05). 



71 
 

entrarem em contato com a água, ocorre rapidamente a dessorção do RVT da superfície 

das NP-RVT e este é liberado no meio aquoso. 

Durante o tempo de armazenamento, as NP podem sofrer influência de diversos 

fatores, e consequentemente, comprometer a estabilidade físico-química das partículas. 

Dessa forma, a limitação de uma estabilidade de curto prazo, reflete em dificuldades de 

produção, como transpor em grande escala, ou até mesmo a incerteza da permanência das 

condições iniciais das NP (SCHAFFAZICK et al., 2003). O conjunto de resultados 

obtidos pela avaliação dos principais parâmetros das NP, armazenadas em temperatura 

ambiente e sob refrigeração, demonstra que não houve diferenças significativas entre os 

dois locais de estocagem. Sendo assim, pode-se considerar seguro o acondicionamento 

das NP-RVT em ambos os ambientes, por no máximo de 3 meses. Durante esse período, 

as características das NP-RVT são garantidas e a sua aplicabilidade segura. 

 

5.5 Atividade Antioxidante In Vitro 

 

Atualmente, são relatados inúmeros mecanismos em que os radicais livres (RL) 

podem atuar nos organismos vivos, e também, da variedade de moléculas reativas que 

podem ser formadas. Dessa forma, não existe um ensaio in vitro universal que englobe 

todos os RL, além de ser efetivamente preciso e capaz de determinar quantitativamente a 

atividade antioxidante (AA) dos mesmos. O critério de escolha dos ensaios antioxidantes 

a serem empregados, devem ser os que mais assemelham-se aos processos in vivo, pois 

um composto que exibe baixa AA in vitro, tenderá a exibir pouca atividade quando em 

nível sistêmico (HALLIWELL, 1995). 

 Os ensaios antioxidantes in vitro, estabelecidos para avaliar a AA das NP-RVT 

foram: inibição dos radical ABTS•+ e do ácido hipocloroso (HOCl).  Essas análises são 

colorimétricas, ou seja, elas avaliam a reação de transferência de elétrons, através da 

mudança de intensidade da cor (BENZIE, STRAIN, 1999). Além de tratar-se de métodos 

rápidos, com alta simplicidade operacional e reprodutibilidade (APAK et al, 2007) 

(Figura 19). 
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5.5.1 Captura do ABTS•+ 

 

Diante das inúmeras metodologias que avaliam a interação entre substâncias 

antioxidantes e os RL, é comum utilizar radicais-modelos, ou radicais não biológicos, 

também capazes de avaliar o potencial antioxidante dos compostos. Entre esses, destaca-

se a captura do ABTS•+, que avalia a AA devido a sua semelhança com o radical hidroxila 

(HO•), considerado um dos RL mais reativos no organismo, capaz de causar danos em 

várias estruturas biológicas (PRABHU et al.,2011; RE et al., 1999). A capacidade 

antioxidante do ABTS•+ foi avaliada para as amostras de RVT, NP-RVT e NP-brancas 

(0,5-5,0 µg/mL), nos tempos pré-determinados, sendo os resultados apresentados na 

Tabela 7.  

Ao analisarmos os resultados, podemos observar que o RVT, na sua forma livre, 

apresentou um perfil de inibição dose-dependente, ou seja, quanto maior era a 

concentração da droga maior era a inibição do radical. Isso ficou bem evidente nas 

concentrações baixas da droga, pois em concentrações acima de 3,0 µg/mL a AA foi 

completa, com total captura do radical. GÜLÇIN (2010) obteve resultados similares em 

seu estudo da avaliação da AA do RVT. Outros autores, também avaliaram o potencial 

antioxidante do RVT na captura do ABTS•+ e há consenso sobre a grande capacidade 

antioxidante do RVT, atribuída principalmente as hidroxilas livres presentes na molécula 

(SIMIC, JAVANOVIC, 1994).  

Figura 19: A) Estabilização do radical ABTS•+ por um antioxidante (sem cor) e formação do 

radical a partir do perssulfato de potássio (coloração esverdeada); B) Representação da 

oxidação do TMB pelo HOCl / OCl-. 
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Tabela 7: Porcentagem de inibição do ABTS•+ pelo RVT, NP-RVT e NP-branca em 

concentrações de 0,5 ,1, 2, 3, 4, 5 μg/mL nos tempos 0, 24, 48 e 72 h. 

 

O perfil antioxidante apresentado pelas NP-RVT também foi dose-dependente, 

porém com menor AA, quando comparada ao RVT livre. Apesar disso, esse resultado 

corrobora com o perfil de liberação in vitro (Figura 15), que demonstra que a taxa de 

liberação do RVT a partir das NP-RVT foi lenta e gradual. Desse modo, a concentração 

do RVT no meio reacional é muito baixa (menor do que o exposto na tabela 7), refletindo 

diretamente na AA exercida pelas NP-RVT. 

Surpreendentemente, as NP-brancas também demostraram AA consideráveis, 

atingindo capacidade antioxidante máxima de ~30%. O potencial antioxidante da BSA é 

 RVT NP-RVT NP-branca 

0 h    

0,5 μg/mL 41 ± 2a 15 ± 1b 12 ± 0,5b 

1,0 μg/mL 68 ± 0,8a 17 ± 1b 15 ± 1b 

2,0 μg/mL 84 ± 0,5a 25 ± 0,3b 18 ± 1c 

3,0 μg/mL 98 ± 0,4a 33 ± 0,3b 26 ± 1c 

4,0 μg/mL 99 ± 0,4a 42 ± 3b 31 ± 0,7c 

5,0 μg/mL 100 ± 0,1a 50 ± 2b 32 ± 2c 

24 h    

0,5 μg/mL 46 ± 1a 15 ± 6b 17 ± 2b 

1,0 μg/mL 75 ±0,8a 22 ± 2b 19 ± 0,2b 

2,0 μg/mL 96 ± 0,4a 32 ± 0,6b 25 ± 2c 

3,0 μg/mL 98 ± 0,4a 36 ± 1b 30 ± 2c 

4,0 μg/mL 99 ± 0,2a 42 ± 2b 32 ± 1c 

5,0 μg/mL 100 ± 0,2a 50 ± 2b 34 ± 3c 

48 h    

0,5 μg/mL 40 ± 3a 13 ± 2b 10 ± 2b 

1,0 μg/mL 63 ± 2a 15 ± 3b 11 ± 0,3b 

2,0 μg/mL 98 ± 1a 20 ± 1b 15 ± 1c 

3,0 μg/mL 98 ± 1,7a 27 ± 4b 17 ± 2c 

4,0 μg/mL 99 ± 0,3a 39 ± 7b 20 ± 0,4c 

5,0 μg/mL 100 ± 0,1a 51 ± 3b 33 ± 2c 

72 h    

0,5 μg/mL 31 ± 2a 15 ± 0,6b 14 ± 2b 

1,0 μg/mL 52 ± 1a 16 ± 4b 14 ± 1b 

2,0 μg/mL 79 ± 0,7a 18 ± 2b 15 ± 1c 

3,0 μg/mL 94 ± 0,3a 25 ± 3b 17 ± 1c 

4,0 μg/mL 98 ± 0,4a 40 ± 3b 25 ± 0,8c 

5,0 μg/mL 99 ± 0,3a 49 ± 5b 33 ± 3c 

n = 3, médias ± desvio padrão. a, b: análise estatística ANOVA, com pós-teste de Tukey (p < 

0,05) por linha, onde letras iguais significam igualdade estatística e letras diferenças 

desigualdade estatísticas. 

 

n = 3, médias ± desvio padrão. a, b, c: análise estatística ANOVA, com pós-teste de Tukey (p 

< 0,05) por linha, onde letras iguais significam igualdade estatística e letras diferenças 

desigualdade estatísticas. 
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atribuído, principalmente, aos grupos funcionais: aminas e sulfidrilas (KOUOH et al., 

1999). Nota-se que em todos os tempos analisados, as NP-RVT e NP-brancas, nas 

concentrações de 0,5 e 1,0 µg/mL, não apresentaram diferença estatística significativa (p 

< 0,05). Acredita-se que em baixas concentrações de NP-RVT, a AA seja provinda 

integralmente da AA da BSA, pois a concentração do RVT é muito baixa, além da droga 

encontra-se interiorizada na estrutura polimérica, desse modo, a expressão da AA do RVT 

torna-se dificultada.  

   

5.5.2 Inibição do Ácido Hipocloroso (HOCl) 

 

O HOCl é um potente agente oxidante, gerado pelos neutrófilos com finalidade 

microbicida, sua produção in vivo, ocorre através reação de íons cloretos com hidróxido 

de hidrogênio. Entretanto, sua produção excessiva pode acarretar em danos em diversos 

tecidos, decorrente da alta reatividade com moléculas biológicas (KLEBANOFF, 1980; 

MIYAMOTO et al., 2006). A atividade antioxidante das amostras de RVT, NP-RVT e 

NP-brancas (0,5-5,0 µg/mL) em tempos pré-determinados, foram avaliadas e os 

resultados estão apresentados na Tabela 8. Através da análise dos dados contidos na 

tabela, em geral, o perfil de inibição do HOCl foi equivalente ao apresentado pelo ensaio 

do ABTS•+. A droga livre também obteve AA máxima em torno de 3,0 µg/mL, 

demonstrando o alto poder antioxidante da droga. Porém, na inibição do HOCl nota-se 

um maior potencial antioxidante exercido pelas amostras, principalmente para as NP-

RVT, que em concentrações mais altas atingiu AA próxima a 70%.  
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Tabela 8: Porcentagem de inibição do HOCl pelo RVT, NP-RVT e NP-branca em 

concentrações de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 μg/mL nos tempos 0, 24, 48 e 72 h. 

 RVT-Livre NP-RVT NP-branca 

0 h    

0,5 μg/mL 68 ± 5a 34 ± 3b 19 ± 5c 

1,0 μg/mL 69 ± 8a 40 ± 1b 22 ± 4c 

2,0 μg/mL 88 ± 2a 48 ± 2b 33 ± 2c 

3,0 μg/mL 92 ± 2a 61 ± 3b 35 ± 3c 

4,0 μg/mL 96 ± 1a 66 ± 2b 37 ± 2c 

5,0 μg/mL 98 ± 0,1a 73 ± 2b 42 ± 4c 

24 h    

0,5 μg/mL 37 ± 5a 31 ± 4a 16 ± 6c 

1,0 μg/mL 36 ± 2a 35 ± 3a 19 ± 4c 

2,0 μg/mL 90 ± 2a 45 ± 5b 22 ± 6c 

3,0 μg/mL 96 ± 3a 5 ± 4b 33 ± 3c 

4,0 μg/mL 99 ± 0,1a 56 ± 2b 38 ± 2c 

5,0 μg/mL 100 ± 0,1a 65 ± 3b 40 ± 5c 

48 h    

0,5 μg/mL 53 ± 3a 36 ± 4b 20 ± 3c 

1,0 μg/mL 63 ± 4a 48 ± 2b 25 ± 2c 

2,0 μg/mL 89 ± 4a 51 ± 3b 30 ± 4c 

3,0 μg/mL 96 ± 0,5a 62 ± 5b 38 ± 2c 

4,0 μg/mL 97 ± 0,8a 65 ± 2b 40 ± 4c 

5,0 μg/mL 99 ± 0,5a 69 ± 0,8b 43 ± 4c 

72 h    

0,5 μg/mL 56 ± 3a 28 ± 3b 19 ± 4c 

1,0 μg/mL 66 ± 3a 47 ± 3b 20 ± 2c 

2,0 μg/mL 86 ± 0,4a 53 ± 2b 28 ± 3c 

3,0 μg/mL 99 ± 0,1a 65 ± 1b 34 ± 2c 

4,0 μg/mL 99 ± 0,1a 65 ± 0,8b 34 ± 0,6c 

5,0 μg/mL 100 ± 0,1a 67 ± 3b 45 ± 1c 
n = 3, médias ± desvio padrão. a, b, c: análise estatística ANOVA, com pós-teste de Tukey (p < 

0,05) por linha, onde letras iguais significam igualdade estatística e letras diferenças desigualdade 

estatísticas . 

 

O potencial antioxidante da BSA também foi evidente na reação de inibição do 

HOCl, com AA em torno de 40%. O mecanismo antioxidante exercido pela BSA sobre o 

HOCl deve-se, principalmente, pelas interações do HOCl com grupos funcionais das 

cadeias laterais das proteínas. Alguns grupos químicos, que são sítios de ligação funcional 

da proteína, podem ser desativados ao interagirem com o HOCl, como a interação com 

os grupos tióis livres e tioésteres, dos aminoácidos cisteína e metionina, respectivamente 

(PATTISON, DAVIES, 2006). As reações com os grupamentos aminas, formam as 

cloraminas, que também são reativas com as estruturas biológicas, porém, é um oxidante 
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mais suave com toxicidade variável, dependendo da polaridade e da permeabilidade das 

membranas. Os mecanismos de atuação das cloraminas ainda não estão bem elucidados, 

mas alguns autores relatam que elas possuem alvos moleculares diferentes dos HOCl 

(BABIOR, 2000; ZGLICZYNSKI, 1971; VASCONCELOS, 2007, MIDWINTER et al., 

2006).  

A Tabela 9 demonstra os valores de IC50 para o RVT livre e nanoencapsulado 

(NP-RVT) para a inibição do HOCl. 

 

O valor calculado do IC50 para o RVT livre, demonstrou ser bem menor do que o 

valor do IC50 das NP-RVT, pois, como discutido anteriormente, a liberação lenta do RVT 

a partir das NP-RVT influencia diretamente no potencial antioxidante das NP. Da mesma 

forma, ao analisar o IC50 versus tempo, apesar das variações aparentes, não se observa 

uma redução significativa na AA das NP-RVT. Desse modo, acredita-se que a AA das 

NP-RVT perdurará por um período prolongado, devido a gradual liberação do RVT, 

mantendo a AA constante. MUNHOZ (2010) encontrou em seu estudo um IC50 = 1,02 

µg/mL para o RVT livre, corroborando com os valores encontrados no presente trabalho, 

onde fica evidente a forte capacidade antioxidante do RVT mesmo em concentrações 

baixas.    

Durante os processos infecciosos ocorre uma produção excessiva de HOCl e o 

organismo humano não possui meios para eliminá-los, dessa maneira, o controle desses 

radicais in vivo torna-se de extrema importância (ALLEN, 1994). As proteínas e os 

lipídios são os principais alvos de ataques do HOCl; nas proteínas ele pode interagir com 

grupos aminas e tióis dos aminoácidos produzindo cloraminas e cloreto de sulfonila; com 

os lipídios, o HOCl liga-se as duplas C-C, dando origem a cloridrinas, necessárias no 

processo de indução da peroxidação lipídica (ALLEN, 1994; WINTERBOURN, 

KETTLE, 2000).  

Tempo (h) IC50 RVT (µg/mL) 

 

IC50 NP-RVT (µg/mL) 

0 0,7 ± 0,1a 2 ± 0,1b 

24 1 ± 0,1a 3 ± 0,1b 

48 0,2 ± 0,06a 2 ± 0,2b 

72 0,1 ± 0,05a 2 ± 0,1b 

Tabela 9: IC50 do resveratrol (livre e nanoencapsulado), através da inibição do ácido 

hipocloroso em tampão fosfato salino (50 mM, pH 7.4) nos tempos 0, 24, 48, 72 horas 

(λ = 734 nm). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584900002045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584900002045
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O HOCl também pode contribuir indiretamente nos processos oxidativos, através 

da geração de outros ROS, como ao reagir, por exemplo, com o peróxido de oxigênio 

dando origem ao oxigênio singleto (1O2) altamente reativo com estruturas biológicas, 

capaz de oxidar lipídeos, proteínas, ácidos nucléicos e carboidratos (RONSEIN et al. 

2006). 

Em tais condições, a presença de substâncias farmacologicamente capazes de 

antagonizar o HOCl pode ajudar a combater a injúria tecidual. Acredita-se que o sequestro 

do HOCl por agentes farmacológicos, só será terapeuticamente significativo se, in vivo, 

a reação com o HOCl for suficientemente rápida, capaz de proteger as moléculas-alvo, 

biologicamente importantes, do ataque do HOCl. Sendo assim, o poder antioxidante da 

droga em análise deve ser altamente eficiente na captura e neutralização do HOCl 

(HALLIWELL,1995; LAPENNA, CUCCURULLO, 1996). Dessa maneira, o RVT 

apresentou-se como um promissor inibidor do HOCl, mostrando resultados in vitro 

satisfatórios, capaz de inibir o HOCl em concentrações baixíssimas. 

Ao analisarmos os dois ensaios antioxidantes in vitro, fica evidente o grande 

potencial antioxidante do RVT, principalmente por sua propriedade redutora, capaz de 

neutralizar e capturar as moléculas reativas (SIMIC, JAVANOVIC, 1994). Além disso, a 

droga também pode atuar, in vivo, de forma inespecífica no combate aos RL, ativando 

outras vias capazes de aumentar a concentração intracelular de enzimas importantes na 

proteção dos efeitos deletérios dos RL, incluindo as enzimas glutationa peroxidase e 

glutationa redutase (LOSA, 2003; OLAS et al., 2004; YEN et al., 2003). 

Da mesma forma, os mecanismos antioxidantes da BSA estão elucidados por 

muitos autores, que demonstraram sua capacidade em interagir diretamente com os RL. 

CHA e KIM (1996) e ZGLICZYNSKI e colaboradores (1971) citam que as principais 

vias de inativação dos RL, são por meio de interações químicas com os grupos sulfidrilas 

e aminas presente na proteína, através de reações com o H2O2 e HOCl, respectivamente. 

Sendo assim, no sistema NP-RVT como um todo, a BSA não possui somente função 

estrutural e transportadora, característico dos polímeros em sistemas nanoestruturados, 

mas também propriedades funcionais importantes.  

Ao avaliar a AA das NP-RVT in vitro, temos que inicialmente levar em 

consideração a taxa de liberação da droga através da cadeia polimérica (Figura 15). Desse 

modo, ao longo das 72 h de ensaio antioxidante, somente 20% de RVT encapsulado foi 

liberado, ou seja, a concentração de RVT no meio reacional é cerca de 5 vezes menor do 

que o adicionado no ensaio. Ainda assim, as NP-RVT alcançaram AA em torno de 50% 

em concentrações mais altas (conforme os dados da Tabela 9 e 10). Outra questão acerca 
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da liberação, é de se tratar de uma liberação biexponencial, com uma liberação rápida nas 

primeiras horas, seguida de uma liberação mais lenta. Dessa maneira, o combate aos RL 

pode ser constante, sem necessidade de altas doses e administrações contínuas das NP-

RVT, mantendo os níveis plasmáticos baixos, sem comprometer o potencial antioxidante. 

Portanto, as NP-RVT tendem a ter um efeito antioxidante ainda mais promissor 

do que a droga livre, devido aos seguintes fatores: a) grande potencial antioxidante 

exercido pelo RVT, que mesmo em concentrações baixas apresenta AA relevante; b) 

constante liberação da droga a partir das NP-RVT no meio biológico, diminuindo as 

chances da droga sofrer metabolização antes de atuar fármacologicamente; c) capacidade 

antioxidante exercida pela BSA, atestando que a AA exercida pela NP-RVT é proveniente 

da somatória entre a AA RVT com a AA da BSA. 

 

5.6 Atividade Citotóxica In Vitro  

 

A avaliação da citotoxicidade é essencial na fase inicial do desenvolvimento de 

fármacos, principalmente na avaliação de novos agentes antitumorais, uma vez que 

permiti determinar o grau de apoptose das células tumorais, assim como as concentrações 

necessárias para atingir citotoxicidade considerável. A técnica empregando o MTT 

(brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazólio) é uma das mais utilizadas 

como indicadora colorimétrica da viabilidade celular avaliando-se a função mitocondrial 

das células . 

 

O método baseia-se na redução do MTT e as reações de redução só ocorrem 

quando redutase intracelulares estão ativas, portanto, a conversão é uma medida de 

células viáveis, metabolicamente ativas (Figura 20). No processo de redução, o MTT (cor 

Figura 20: Esquema da redução do MTT (cor amarelo) pelas redutases intracelulares 

dando origem à formazana (cor roxa). 
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amarelo) transforma-se em formazana (cor azul). Assim, quando as células sadias são 

expostas a algum agente citotóxico e sofrem apoptose, não corre a formação da 

formazana, consequentemente, a intensidade de cor é proporcional a viabilidade celular 

(DENIZOT e LANG, 1986; MOSMANN, 1983). 

A atividade citotóxica in vitro do RVT livre e nanoencapsulado foi avaliada sobre 

linhagem de células B16F10 (modelo de melanoma murino) em diversas concentrações 

e em tempos pré-determinados. Nas primeiras horas analisadas, 24 e 48 h, o RVT 

apresentou atividade citotóxica considerável, porém, as NP-RVT apresentam viabilidade 

celular próximas à 100% em todas as concentrações analisadas. Isso ocorreu devido ao 

perfil de liberação lento do RVT a partir das NP-RVT, desse modo, os dados obtidos não 

foram expostos no presente estudo. Os controles do solvente (etanol) e as NP-brancas não 

afetaram significativamente a viabilidade celular, quando comparados com o meio 

controle, permanecendo próximos a 100% em todos os tempos analisados. O perfil de 

citotoxicidade do RVT livre e nanoencapsulado, nos tempos de 72 e 96 h, estão contidos 

no Figura 21.    

 

 

O RVT livre demonstrou um perfil citotóxico potente e dose-dependente, com 

viabilidade celular abaixo de 10% em concentrações acima de 31,2 µg/mL, para os dois 

tempos analisados. O resultado obtido, corrobora os valores encontrados por outros 

autores, com citotoxicidade considerável em concentrações de 30,0 µg/mL (RUAN et al., 

2011; SATOOKA, KUBO, 2012). AGGARWALL e colaboradores (2004) relatam que o 

mecanismo citotóxico do RVT deve-se, principalmente, a capacidade da droga 

interromper o ciclo celular, induzindo as células a apoptose.  

Figura 21: Porcentagem de índice de sobrevivência das concentrações de RVT livre e 

encapsulado sobre B16F10, em a) 72 h e em b) 96 h. 

n = 4, Média e desvio padrão; a- sem diferença estatística; b- diferença estatística significativa 

(p < 0,05). 
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As NP-RVT apresentaram potencial citotóxico menor, quando comparado ao da 

droga livre, ao final das 96 horas, a viabilidade celular foi próxima a 75% na concentração 

mais altas (62,5 µg/mL) de NP-RVT. Também não é possível observar diferenças 

consideráveis entre os dois tempos analisados. Os resultados obtidos para a citotoxicidade 

das NP-RVT corroboram com o perfil de liberação in vitro apresentado pelas NP-RVT, 

sendo lento e prolongado. Pois, ao final de 96 h de experimento, somente 23% do RVT 

foi liberado da estrutura polimérica. Desse modo, a concentração de RVT envolvido no 

meio reacional é menor do que a concentração adicionada. Toda via, a nível sistêmico o 

mecanismo de liberação pode ser influenciado por outros sistemas, como por exemplo, 

alguns sistemas enzimáticos, dessa forma, espera-se que in vivo a liberação do RVT seja 

maior. A Figura 22 ilustra as culturas de B16F10 expostas aos controles, meio e etanol, 

ao RVT livre e nanoencapsulado.  

 

As imagens são concordantes com os dados apresentados no gráfico da Figura 19. 

Onde, as células expostas ao RVT livre (C) apresentam poucas células viáveis, 

decorrentes do grande efeito citotóxico da droga livre. Da mesma maneira, um potencial 

citotóxico menor foi observado nas células expostas as NP-RVT (D), porém, quando 

comparadas ao controle do meio (B), é possível observar uma redução na viabilidade das 

células.  

Figura 22: Fotos do ensaio com as células B16F10, incubadas por 96 h. a) controle com 

etanol b) controle com NP-brancas c) RVT livre (62,5 µL/mL) e d) NP-RVT (62,5 

µL/mL).  
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Os mecanismos antitumorais do RVT já estão bem elucidados na literatura. JANG 

et al. (1997) relatou que o RVT era capaz de afetar diretamente os três estágios da 

carcinogênese: iniciação, promoção. Desde então, novos trabalhos surgiram 

demonstrando os possíveis mecanismo exercidos pelo RVT. Entre as principais vias, cita-

se: 1) a excelente atividade antioxidante, devido a sua habilidade em bloquear alguns 

tipos de processos carcinogênicos, devido a captura de RL importante nos processos 

mutagênicos; 2) inibição de várias enzimas indispensáveis na gênese de tumores, como 

quinases, cicloxigenases, ribonucleotídeos redutases e DNA polimerases; 3) induz a 

apoptose de algumas células tumorais, seja em parte pela inibição das DNA polimerase e 

ribonucleotídeo redutase ou pela indução da suspensão do ciclo celular; e 4) atuar 

indiretamente, ocasionando  quimiossensibilização das células tumorais, tornando-as 

mais sensíveis a outros fármacos quimioterapêuticos (ATHAR et al., 2007; 

SUBBARAMAIAH et al., 1998; STEWART et al., 2000; GUSMAN et al., 2001; 

GATOUILLAT et al., 2010). 

Estudos de citotoxicidade do RVT frente as diferentes linhagens celulares de 

melanoma, tiveram resultados contraditórios. CALTAGIRONE e colaboradores (2000) 

ao injetar o RVT por via intraperitoneal, inibiu o crescimento de células B16-BL6 de 

melanoma extremamente metastático em ratinhos. No entanto, ASENSI et al. (2002) 

observou que o RVT, por via oral, não inibiu o crescimento de células melanoma B16M, 

injetadas na pata de ratos. NILES et al. (2006) em seus dados, observaram que o RVT 

não tem efeito significativo na redução do crescimento de um xenoenxerto de melanoma 

humano A375 em ratos e que, em doses maiores, o RVT estimulava o crescimento das 

células tumorais. Esses resultados para melanoma, demonstram que os efeitos do RVT 

dependem da dose, da via de administração e também, do modelo de células analisado. 

GATOUILLAT e colaboradores (2010) observaram que associando o RVT a 

outras drogas antitumorais, como a doxorrubicina, o RVT aumentava a citotoxicidade 

induzida pela doxorrubicina em melanoma B16 resistente à quimioterapia. O mecanismo 

de quimissensibilização foi através da diminuição da expressão de ciclina D1, proteína 

necessária para a progressão do ciclo celular da fase G1 para S. Geralmente, nos processos 

carcinogênicos a expressão dessa proteína está aumentada. Dessa forma, o tratamento 

combinado com RVT foi associado à um aumento no bloqueio do ciclo celular na fase 

G1/S. 

Dessa forma, o presente trabalho avaliou dois importantes mecanismos exercidos 

pelo RVT, demonstrado que a droga possui uma potente atividade antioxidante e uma 

ação citotóxica moderada. A junção dessas atividades, exaltam o RVT como uma droga 
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promissora no tratamento antitumoral, pois o controle da carcinogênese ocorreria em duas 

importantes vertentes. Primeiramente, no controle das mutações, devido a eliminação dos 

RL e, consequentemente, menores chances de novos processos carcinogênicos. E 

também, no apoptose das células tumorais, através dos efeitos citotóxicos exercidos pelo 

RVT.  

Apesar do sistema nanoestruturado liberar lentamente o RVT e, 

consequentemente, influenciar na potencialidade das atividades in vitro. A estrutura 

nanométrica torna-se interessante ao pensarmos em seus inúmeros benefícios in vivo. 

Acredita-se que em nível sistêmico, os problemas relacionados a administração do RVT 

sejam contornados com a sua nanoencapsulação, como o aumento do seu tempo de meia 

vida e, consequentemente, na sua biodisponibilidade. Da mesma forma, os tamanhos 

nanométricos compõe um importante parâmetro para sistemas de liberação de fármacos 

antitumorais, pois os vasos sanguíneos que permeiam os tecidos tumorais apresentam 

fenestrações de 300 a 700 nm (LEMBO & CAVALLI, 2010). Por tanto, devido as NP-

RVT apresentarem tamanhos nanométricos menores que as fenestrações, as mesmas 

serão capazes de adentrar os tumores e liberar o RVT no sitio de ação pretendido. 

As contrações de NP-RVT administradas para ensaios in vivo também podem ser 

maiores dos que as realizadas no ensaio in vitro do presente trabalho. Pois alguns estudos 

já comprovaram que o RVT não apresenta feitos hemolíticos em eritrócitos, em 

concentrações menores do que 100 µg/mL (JUNG et al., 2007). Dessa forma, 

concentrações maiores de NP-RVT não provocariam efeitos citotóxicos nas hemácias, e 

inversamente, ocasionaria um maior efeito antioxidante e citotóxico, em células tumorais, 

devido a maior liberação do RVT, levando-se em consideração o perfil citotóxico dose-

dependente do RVT.  

As NP-RVT apresentaram propriedades satisfatórias, porém, é necessário e 

imprescindível estudar com maior profundidade o potencial NP-RVT, principalmente os 

mecanismos de liberação in vivo e análise da biodisponibilidade da droga liberada a partir 

das NP-RVT. Além da análise de outros parâmetros importantes, como o estudo de 

fotoestabilidade, para observar se ocorre proteção do RVT ao ser incorporado nas NP, 

garantido então que a molécula do RVT está em sua forma estável (trans), responsável 

pelos efeitos biológicos. E outros estudos complementares, incluindo ensaios para 

sistemas de entrega parenteral, como esterilidade com controle de pirogênios, antes das 

aplicações dos testes in vivo. Dessa maneira, seria possível explorar melhor as inúmeras 

propriedades apresentadas pelo RVT. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Os resultados obtidos foram satisfatórios, pois: 

 As NP-RVT foram obtidas com êxito através do método de coacervação. E a partir 

da modificação na técnica, com inserção de incubação entre a droga e o polímero, houve 

uma maior encapsulação da droga, comparado a estudos similares; 

 As NP-RVT apresentaram eficiência de encapsulação satisfatórias, com cerca de 

60% de droga encapsulada, equivalente a 6 mg de RVT; 

 As análises físico-químicas mostraram que as nanopartículas obtidas 

apresentaram forma esférica e diâmetro médio reduzido, com índice de polidispersão 

baixo e carga superficial negativa. O conjunto das análises físico-químicas demonstraram 

que as NP-RVT eram amorfas e que existe de uma forte interação entre o RVT e a BSA; 

 O ensaio de liberação in vitro indicaram que as nanopartículas foram capazes de 

prolongar a liberação do RVT, com uma cinética de liberação regida por duas constantes, 

sendo liberado rapidamente no início, seguida de liberação lenta e sustentada. 

 Ao avaliar o melhor local para o acondicionamento das NP-RVT, foi possível 

observar que as nanopartículas preservavam suas características em temperatura ambiente 

e sob refrigeração, durante o período de 90 dias, sem perder suas propriedades; 

 As atividades antioxidantes das NP-RVT foram avaliadas diante a capacidade de 

captura do radical ABTS•+ e inibição do ácido hipocloroso. Em ambos os ensaios, as NP-

RVT demonstraram atividade antioxidante consideráveis, com perfil dose-dependente, 

sem decaimento da atividade antioxidante em 72 h. 

 A avaliação da atividade citotóxica do RVT livre e nanoencapsulado sobre 

linhagem celular B16F10, demonstrou que a viabilidade das células, expostas ao RVT 

livre, era aproximadamente de 10% e as NP-RVT apresentaram citotoxidade menor (75% 

de viabilidade celular), devido a liberação lenta do RVT através das NP-RVT. 
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