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RESUMO

O Resveratrol (3,5,4 -trihidroxiistilbeno) (RVT) é uma fitoalexina fenolica produzida
pelas plantas para protegé-las do ataque exdgeno. Demonstra inimeras propriedades
farmacologicas, principalmente como excelente agente antioxidante, além de atuar
diretamente no processo carcinogénico em seus trés estagios: iniciacdo, promogdo e
progressdo. Porém suas propriedades ficam comprometidas devido a baixa absorcdo e
elevado metabolismo, resultando em baixa disponibilidade e dificil aplicagdo bioldgica.
Este trabalho visou o desenvolvimento de nanoparticulas de albumina (BSA) contendo
resveratrol (NP-RVT), afim de contornar as dificuldades biofarmacéuticas apresentadas
pelo RVT livre. As NP-RVT obtidas através da técnica de coacervacdo e os melhores
resultados foram obtidos quando se inseriu um tempo de incubacgdo (1 h) na técnica. As
NP-RVT obtidas apresentaram didmetro médio de 175 + 6 nm, indice de polidispersao
0,130 + 0,01, potencial zeta -37,4 + 1,3 mV e eficiéncia de encapsulagdo proximo a 60
%. A andlise morfoldgica revelou que as NP-RVT esféricas e lisas. In vitro, ao decorrer
de 144 h houve liberagéo de 26% do RVT em tamp&o PBS (10 mM, pH:7,4 com Tween
80, 1%) a partir das NP.O modelo cinético correspondente a liberacdo foi o de segunda
ordem, guiado pelo mecanismo Fickiano, gerando uma liberacdo inicial rapida (efeito
brust) seguida de uma liberacdo mais lenta, através da difusdo do RVT pela matriz
polimérica. As analises fisico-quimicas (difracdo de raios x, espectroscopia na regido do
infravermelho, calorimetria diferencial exploratoria e espectroscopia de fluorescéncia)
demonstraram que o processo de nanoencapsulacéo resultou em amorfizacdo do RVT,
com interacdes entre 0 RVT e a BSA. Com o estudo de estabilidade foi possivel verificar
que nas condigdes de armazenamento - temperatura ambiente e sob refrigeracdo (2-8°C)
—as NP-RVT foram estaveis pelo periodo de trés meses. A aplicabilidade das NP-RVT
foi avaliada pelo estudo do potencial antioxidante do sistema contendo RVT frente a
capacidade sequestrante do radical (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido
sulfonico)) (ABTS™) e da inibicdo do &cido hipocloroso (HOCI), e também, através da
avaliacdo da citotoxicidade em células B16F10. Os resultados demonstram que para
ambos os testes as NP-RVT mostraram perfil dose-dependente com inibicdo de 50 % e
70 %, respectivamente, na concentracdo de 5,0 pg/mL no tempo de 72 h. Na avaliacdo da
citotoxicidade em células B16F10, ap6s 96 h de incubacdo as NP-RVT inibiram em 25%
a viabilidade celular, possivelmente decido a lenta liberacdo do RVT. Com esses
resultados, foi possivel concluir que o sistema nanoestruturado contendo RVT foi obtido
com sucesso, 0 qual apresenta potencial para tratamentos antioxidantes e antitumorais.

Palavras-chave: Resveratrol, Nanoparticulas poliméricas, albumina sérica bovina,
antioxidante, antitumoral.



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 (HOCI) 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.

Keywords: Resveratrol, polymeric nanoparticles, bovine serum albumin, antoxidant
activity, antitumoral.
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1. INTRODUCAO

Os radicais livres sdo 4&tomos ou moléculas necessarias em Vvarios processos
bioquimicos do organismo humano e estdo envolvidos na producdo de energia,
fagocitose, regulagdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
biomoléculas importantes (FERREIRA, MATSUBARA, 1997). Porém, seu excesso pode
provocar efeitos deletérios ao organismo, tais como danos ao DNA, proteinas, organelas
celulares e também sobre as membranas, refletindo em alteracBes nas estruturas e no
funcionamento celular. O conjunto de danos desencadeados pelos radicais livres chama-
se estresse oxidativo e 0 seu desenvolvimento esta envolvido em diversas patologias,
incluindo o cancer (ALVES et al., 2010; AMES et al., 1993; WITZUM, 1994; STAHL,
SIES, 1997).

Hé& tempos, tém sido desenvolvidas inimeras pesquisas envolvendo compostos
oriundos de fontes naturais, que apresentam propriedades antioxidantes e que em meio
bioldgico, sejam capazes de evitar as reagcdes oxidativas (HALLIWEL et al., 1995). Os
compostos fendlicos sdo o maior grupo de metabolitos secundarios pertencentes as
plantas. A atividade antioxidante exercida pelos fendis é através das suas reacOes de
Oxido-reducdo, as quais podem desempenhar um importante papel na eliminacdo dos
radicais livres (BRENNA & PAGLIARINI, 2001). Da mesma forma, também podem
atuar como antineoplasicos, ocasionado a apoptose das células tumorais (SCHNEIDER
et al., 2000; GUSMAN et al., 2001).

O resveratrol (3,5,4 -trihidroxiistilbeno) (RVT) substancia pertencente aos
polifendis da classe dos estilbenos, ¢ formado para proteger as plantas do estresse
fotossintético, espécies reativas de oxigénio e plantas herbivoras. Atualmente, hd um
crescente interesse sobre este composto, devido aos ndmeros efeitos biologicos e
farmacoldgicos exercidos por ele, tais como: cardioprotetor (HUNG et al., 2000;
GOLDBERG et al., 1995), neuroprotetor (ANEKONDA, 2006), anti-inflamatério
(MARTINEZ, MORENO, 2000) e antitumoral (ANSENSI et al., 2002; COLIN et al.,
2008; NAKAGAWA et al., 2001). Grande parte desses efeitos estdo associados,
principalmente, a sua alta capacidade antioxidante. (HARWOOQOD et al., 2007).

Porém, suas propriedades ficam comprometidas quando expostas em meio
biolégico, devido ao elevado metabolismo que a molécula sofre a nivel sistémico
(WALLE et al., 2004; WENZEL, SOMOZA, 2005). Dessa forma, para sua aplicacdo in
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vivo é necessario o desenvolvimento de um sistema capaz de transporta-lo através das
membranas bioldgicas e, consequentemente, aumentar sua biodisponibilidade. Assim, o
resveratrol podera atuar de forma satisfatoria, atingindo concentracdes suficientes para
exercer seus efeitos biologicos (WILLIAMSON, MANACH, 2005).

Nas Ultimas décadas, tem ocorrido a elaboragéo de diversas estratégias de sistemas
transportadores de farmacos, tais como: nanoparticulas poliméricas, dendrimeros,
lipossomas, entre outros (MAINARDES, 2009; KLAYPRADIT, HUANG, 2008).
Reflexos do aumento rapido nas pesquisas e no desenvolvimento de novos materiais na
escala nanométrica, principalmente na area de tecnologia farmacéutica (KIPP, 2004).
Tais estruturas possuem propriedades fisico-quimicas diferenciadas, quando comparadas
aos sistemas convencionais, incluindo: protecédo do farmaco no sistema terapéutico contra
possiveis instabilidades no organismo, liberacdo progressiva e controlada do farmaco
pelo condicionamento a estimulos do meio em que se encontram (sensiveis a variacdo de
pH ou de temperatura); manutencdo de niveis plasmaticos em concentracao constante;
diminuicdo expressiva da toxicidade pela reducédo de picos plasmaticos de concentragédo
méaxima; diminuicdo da instabilidade e da decomposicdo de farmacos sensiveis
(PIMENTEL et al., 2007)

O conjunto dessas propriedades reflete em novas oportunidades terapéuticas para
varias drogas, como o RVT, que ndo poderia ser utilizado eficazmente em formulagdes
convencionais, devido aos problemas relacionados as suas caracteristicas
biofarmacéuticas (MAINARDES et al., 2009; SAHOO, 2007; PARVEEN et al., 2012).
Diante as dificuldades encontradas para a administracdo do RVT, com a necessidade de
aumentar sua biodisponibilidade, preservando sua atividade biologica e,
consequentemente, otimizando seu potencial terapéutico, esse trabalho propde
desenvolver nanoparticulas de albumina sérica bovina (BSA) contendo RVT, como um
sistema de liberagcdo modificada para administracdo parenteral. Nesse contexto, o trabalho
também consistiu em caracterizar as nanoparticulas e avaliar in vitro suas atividades

antioxidante e antitumoral.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

O cancer € uma doenca crénico-degenerativa, definida como um crescimento
desordenado de células ditas anormais, que migram para os tecidos e 6rgdos, com
tendéncia a espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2015). Nos dias atuais, as
taxas de morbidade e mortalidade do cancer ja atingiram niveis elevados, sendo
considerado um importante problema de satde mundial. O projeto Globocan (2012),
desenvolvido pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC, do inglés
International Agency for Research on Cancer), da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), relata que cerca de 14,1 milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados
em 2012.

Esses nimeros tendem a aumentar, principalmente em paises desenvolvidos,
devido as condicdes de transicdo demografica. A previséo é que em 2030, a carga global
sera de 21,4 milhdes de novos casos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer
(GLOBOCAN, 2012). No Brasil, estima-se que em 2016/2017 cerca de,
aproximadamente, 596 mil novos casos de cancer, dentre eles o cancer de pele (34 mil
novos casos), prostata (61 mil), mama (58 mil), colén e reto (34 mil), pulmao (28 mil),
estdmago (21 mil) e colo de atero (16 mil) (INCA, 2015).

A condicdo necessaria para o desenvolvimento do cancer é a proliferacédo
descontrolada de células defeituosas, causadas em grande parte por mutacdo ou por
ativacdo anormal de genes que controlam o crescimento e a mitose celular. S&o muitos os
fatores de risco associados, como: tabagismo, uso de lcool, sedentarismo, radiagéo UV,
ma alimentacdo, entre outros. Esses fatores sdo capazes de desencadear a formacdo de
radicais livres ou atingir diretamente 0 DNA (GUYTON, HALL, 1997; INCA, 2015;
AMES, 1983; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990).

O estresse oxidativo, ou seja, descontrole na formacdo/eliminacdo dos radicais
livres (RL), atua de forma expressiva no desenvolvimento do cancer. Pois, essas
moléculas sdo capazes de interagir fortemente com as estruturas que compde o DNA e,
dessa forma, sdo grandes as chances de ocorrer mutagdo no material genético (SVILAR
et al., 2010; SAEIDNIA, ABDOLLAHI, 2013). Do mesmo modo, podem alterar a

expressdo de genes que inibem a progressdo celular (chamados genes supressores
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tumorais) e dessa forma, aumentar a proliferagao das células cancerosas (AFANAS’EV,
2013).

O processo de formacdo do céncer é chamado de carcinogénese e o
desenvolvimento ocorre de forma lenta, levando anos para tornar-se um tumor visivel. Os
principais estagios da formacao do tumor séo (Figura 1):

- Estagio de iniciacdo: € o primeiro estagio, as células ao serem expostas a um
agente carcinogénico, sofrem modificacbes em alguns genes, desencadeando em
mutagdes, dando origem a células defeituosas.

- Estagio de promocéo: a célula defeituosa é transformada em célula maligna, de
forma lenta e gradual. Essa transformacdo necessita um continuo contato com o agente
cancerigeno promotor.

- Estégio de progressdo: é o ultimo estagio e caracteriza-se pela multiplicacdo
descontrolada, sendo um processo irreversivel. O cancer ja esta instalado, evoluindo até

0 surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca.

Figura 1: Estagios da Carcinogénese.
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Estagio de iniciacdo: Estagio de promocgdo: Estagio de progressao:
Os genes sofrem agdo Os agentes oncopromotores Caracterizado pela multiplicagdo
dos agentes cancerigenos atuam na célula ja alterada descontrolada e irreversivel da celula

Fonte: ABC do Cancer, 2015.

A partir da formacdo do tumor, levando-se em consideracdo o potencial de
crescimento das células defeituosas, os tumores podem ser divididos em duas grandes
categorias: 1) os tumores malignos, onde as células dividem-se rapidamente e tendem a
ser mais agressivas, manifestando um maior grau de autonomia. Também sdo capazes de
invadir tecidos vizinhos e provocar metastases, também sdo resistentes aos tratamentos e
podem evoluir para a morte. 1) tumores benignos, tém seu crescimento de forma
organizada, geralmente lento, expansivo e apresentam limites bem nitidos. Apesar de ndo
invadirem os tecidos vizinhos, podem comprimir 0s 0rgdos e tecidos adjacentes.

Independentes da categoria em que o0 cancer se enquadra, as condi¢Ges iniciais de

desenvolvimento sdo mais favoraveis para o tratamento e, consequentemente, para a cura
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(BORGES-OSORIO, ROBINSON 2001; INCA, 2015). Existem trés abordagens
principais no tratamento do cancer: excisao cirdrgica, irradiacao e quimioterapia. O papel
desempenhado por cada uma delas ira depender do tipo de tumor e do estagio de
desenvolvimento em que se encontram (RANG et al., 2007). As terapias antineoplésicas
sdo, em sua maioria, antiproliferativas e os quimioterapicos antineoplasicos podem ser
classificados como:

e Agentes Alquilantes: esses compostos ligam-se ao DNA, através de ligacOes
covalentes e, por conseguinte, impedem o processo de replicacao;

e Agentes Antimetabolicos: sdo capazes de alterar a sintese das bases purinas e
pirimidinas e, consequentemente, interferir na sintese do DNA e RNA;

e Inibidores da Topoisomerase: ocasionam indiretamente a quebra do DNA, através
da inibicdo das enzimas topoisomerases, que por sua vez, impede o relaxamento do DNA
durante os processos de replicacao e transcricao;

e Alcaléides de vinca: impedem a formacdo dos fusos mitoticos, e
consequentemente, interferem no processo de divisdo celular (RANG et al., 2007).

Desse modo, os tratamentos antineoplasicos atuam de forma inespecifica,
afetando todas as células em réapida divisdo, sendo os responsaveis pelos efeitos toxicos
indesejaveis, tais como: depressdo da medula 6ssea, cicatrizacao deficiente, depressdo do
crescimento, esterilidade e perda de cabelo, maior susceptibilidade as infecgdes, além de
serem teratogénicas (RANG et al., 2007; SALMONM, SARTORELLI, 1998).

A busca atual por novos tratamentos contra 0 cancer ndo consiste somente em
eliminar as células tumorais (apoptose celular), mas também visam inibir a angiogénese,
modular a resposta imune e/ou os processos inflamatérios crénicos e controlar a taxa de
radicais livres nos fluidos bioldgicos (LASZCZYK, 2009). Com isso, 0s produtos naturais
tém sido exaustivamente estudados como fonte de novos farmacos, principalmente os
capazes de atuar em varias vias da formacdo/instalacdo do céancer. Tal como, 0s
compostos que atuam como antineoplasicos e antioxidantes, concomitantemente. Esses
compostos sdo capazes de combater o cancer, através da eliminacdo das células
neoplasicas e também na formacao de novos processos mutagénicos, por meio do controle
dos radicais livres no organismo (NEWMAN, CRAGG, 2007; CRACG, NEWMAN,
2013).



19

2.2 Radicais Livres

Os radicais livres (RL) sdo atomos 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 formacao dos RL ocorre quando ha a quebra de uma
ligacdo covalente e o compartilhamento de um elétron entre as por¢des formadas, ou
ainda, quando um atomo ou molécula, recebe um sé elétron transferido durante uma
reaco de Oxido-reducdo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990; GATE, et al., 1999). Os
RL podem atuar como receptores ou doadores de elétrons, modificando todo o ambiente
molecular ao seu redor, 0s principais RL presentes no meio bioldgico estéo listados no
Quadro 1. Os compostos ndo radicalares sdo considerados mais estaveis que os RL,
porém, com igual reatividade com as moléculas bioldgicas (CAROCHO, FERREIRA,
2013; MAGDER, 2006).

Quadro 1: Principais radicais livres presentes no meio biologico.

Radicais livres Compostos ndo-radicalares
OH’ - ion hidroxila; H>0> - perdxido de hidrogénio;
HOH" - ion peroxil, HOCI - &cido hipocloroso;

02" - &nion superdxido;
NO - 6xido nitrico;
02 - oxigénio molecular;
Fonte: CAROCHO, FERREIRA, 2013; MAGDER, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1990.

O organismo humano produz naturalmente e de forma continua essas moléculas,
as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, nitrogénio e cloro sdo as
principais fontes de RL, contribuindo positivamente para o funcionamento normal do
organismo humano (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; MENDEZ FILHO,
RODRIGUEZ, 1997). Em um ambiente celular normal, existe um equilibrio entre a
producdo e a neutralizacdo dos RL, porém, quando ocorre um descontrole culminando
em um aumento dos RL circulantes, da-se um processo denominado estresse oxidativo.
O estresse oxidativo pode comprometer inimeros componentes celulares, devido a alta
reatividade com as moléculas que compde as estruturas bioldgicas, causando uma série
de danos, como: a peroxidacdo dos lipideos de membrana; oxidacdo de receptores
hormonais e de enzimas, além de lesdes no material genético (HALLIWELL, 2001; SIES,
1993; SVILAR et al., 2010).


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Dr+Barry+Halliwell%22

20

Os danos oxidativos sofridos ao longo do tempo, podem resultar em varias
doencas crbnicas, como aterosclerose (LANKIN et al, 2005), injuria isquémica (SAITO
et al, 2005), doencas inflamatdrias como a artrite reumatoide (TAK et al., 2000) e a colite
ulcerativa (PRAVDA, 20005), doencgas neuroldgicas incluindo doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotrofica e doenca de Alzheimer (BONDY, 1995), além de propiciar
processos mutagénicos e tumorais (HALLIWELL, 2001).

A carcinogénese — processo de formacgdo dos tumores - induzida pelo estresse
oxidativo, estd diretamente ligada aos danos ocasionados nas fitas de DNA, devido a
oxidacgéo das bases pirimidinas, purinas e desoxirriboses, gerando, consequentemente,
processos de apoptose e mutagénese (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).
Paralelamente, o estresse oxidativo também pode alterar a expressao de genes supressores
tumorais, que inibem a progresséo do ciclo celular, levando a um aumento da proliferagéo
de células cancerosas (AFANAS'EV, 2013). Dessa forma, os RL atuam ativamente nos
estagios da iniciacdo, progressao e metastase das neoplasias (AMES, 1983).

Entre os principais mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, podemos
citar os sistemas enzimaticos, incluindo um complexo enzimas celulares, como as
enzimas superdxido dismutase, glutationa peroxidase e a catalase; e 0s sistemas néo-
enzimaticos, como 0s compostos exdgenos antioxidantes presente em algumas classes de
alimentos (vitamina C, vitamina E, vitamina D, compostos fendlicos, entre outros). Esses
sistemas atuam como agentes redutores, doando hidrogénio e estabilizando ou
desativando os RL formados, contribuindo para uma menor incidéncia de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (ALMAJANO et al., 2008; STASZEWSKI et al.,
2011).

Os compostos fenolicos sdo exemplos de substancias altamente antioxidantes
presentes em alguns alimentos e sdo capazes de promover a remogéo ou inativacdo dos
RL. Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios derivados dos vegetais e de
frutas, sua sintese ocorre para protecdo das plantas frente ao estresse fotossintético e
também contra agressdes externas (ZUANAZZI, MONTANHA, 2004). Eles podem ser
divididos em dois grandes grupos:

e Flavondides: consistem de um esqueleto de difenil propano (C6-C3-C6), com dois
anéis benzénicos ligados por um anel pirano e através das substituicdes na estrutura basica
sdo subdivididos nas classes: flavonas, flavonois, chalconas, auronas, flavanonas,
flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e
neoflavonoides (BRAVO, 1998).
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e Na&o Flavonoides: sdo subdivididos em 3 principais estruturas quimicas: C6-C1,
especificas dos &cidos hidroxi benzoico, galico e elagico; C6-C3 especificas dos &cidos
caféico e p-cumarico hidroxi cinamatos e, por fim, os derivados das estruturas quimicas
C6-C2-C6 especificas do resveratrol (trans-resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-
glucosidio) (MELO, GUERRA, 2002; BURNS et al., 2001).

O mecanismo antioxidante das estruturas fenolicas é através da doacao de atomos
de hidrogénio, que por sua vez séo capazes de neutralizar os RL durante a iniciagdo ou
propagacdo da reacdo de formacdo dos mesmos (Equacdo 1) (SIMIC, JAVANOVIC,
1994):

ROO® + AH - ROOH + A’
R® +AH > RH+ A’

Equacéo 1

Onde, ROO® e R’ sdo radicais livres, AH, antioxidante com um &tomo de
hidrogénio (fendis), e A’ radical inerente (com reatividade menor que os radicais livres).

O resveratrol, metabolito secundario pertencente a classe dos nao-flavondides,
tém 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
eliminacdo direta e também pela ativacdo de vias que regulam as defesas antioxidantes
naturais das células (PANDEY, R1ZVI, 2010). O seu potencial antitumoral também ja foi
bem elucidado, com efeitos citotoxicos in vitro em uma gama de células neoplésicas
(ASENSI et al., 2002; COLIN et al., 2008). Dessa forma, esse composto pode ser um
promissor candidato ao tratamento antitumoral, atuando no controle das mutacbes

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

2.3 Resveratrol

O resveratrol (3,5,4 -trihidroxiistilbeno) (RVT) é constituido de dois anéis
fendlicos unidos por uma dupla ligacdo. Nas plantas, 0 RVT pode estar na forma dos
isdbmeros 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 isomerizacdo de trans para cis
ocorre através da radiacdo ultravioleta artificial ou natural (DORE, 2005), sabe-se que a
forma trans é relativamente mais estavel, sendo a forma predominante na natureza e
acredita-se que essa seja a conformacao associada as agdes bioldgicas exercidas pelo RVT
(SOLEAS et al., 1997; DORE, 2005; MERILLON et al, 1997).
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Figura 2: Estrutura quimica do RVT em seus isdbmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol
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O RVT pode ser encontrado em mais de 70 espécies vegetais, incluindo familias
como as Vitaceae, Dipterocarpaceae, Gnetaceae, Cyperaceae e Leguminosae (ITO et al.,
2003; JEANDET etal., 1991; AGGAARWAL et al., 2004). Foi isolado pela primeira vez
em 1940 pelo pesquisador TAKAOKA a partir das raizes de um lirio branco, o Veratrum
grandiflorum O. Loes. Em 1963, foi isolado das raizes 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 vinifera, por LANGCAKE
e PRYCE (1976) e, a partir dai, 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 fisico-quimicas do

RVT estdo expostas no Quadro 2.

Quadro 2: Propriedades fisico-quimicas do resveratrol.

Formula molecular C14H1203

Massa Molecular 228g/mol

Ponto de Fuséo 253°C-255°C

pKa 9,14

Solubilidade ALTA: etanol, metanol, dimetilsulfoxido,

acetona e acetonitrila;
BAIXA: 4gua (0,03 mg/mL);

Degradacao UV e em pHs > 8,0.

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

Nas plantas, o0 RVT comporta-se como uma fitoalexina, ou seja, somente é
produzido quando ocorre a necessidade de defesa de alguma influéncia externa adversa,
como o ataque de patdgenos ou da radiacdo ultravioleta (KUC, 1995). Apds, a enzima

estilbeno sintetase € ativada e inicia-se 0 processo da sintese do RVT, com a condensacéo
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entre uma molécula de p-cumaril-coenzima A e trés moléculas de malonil-coenzima A,
ocorrendo o processo de formacéo da molécula na regido onde a planta foi agredida. Uma
nova sintese so ird iniciar novamente, quando um novo ataque ocorrer. (SOLEAS et al.,
1997; JEANDET, 2002; SIGNORELLI, GHIDONI, 2005).

Nas uvas, por exemplo, a biossintese do RVT ocorre na epiderme da folha e na
casca do fruto, ndo sendo sintetizado na parte carnosa do fruto (CREASY, COFFEE,
1988). E no decorrer da maturacdo das uvas, a sintese do RVT decai, devido a diminuicao
da expresséo génica da enzima estilbeno sintetase, isso explica a maior suscetibilidade de
infeccdo quando o fruto se encontra maduro (JEANDET et al., 2002).

Existem varios estudos que comprovam os beneficios do RVT a saude, entre suas
propriedades farmacoldgicas 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-inflamatérios com a
reducdo 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:

e Concorréncia com a coenzima Q: com diminuigdo do complexo de cadeia
oxidativa, local onde ocorre a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS);

e Eliminacdo do O>" formados no metabolismo mitocondrial; e,

¢ Inibicdo da peroxidacdo lipidica produzidas pela reacdo de Fenton, processos que
envolvem a reacdo catalitica entre o peroxido de hidrogénio e idos metalicos, como o
Fe?".

Em 1998, ROTONDO e colaboradores ja haviam relatado o RVT como um
potente inibidor dos ROS produzidos pelos leucocitos polimorfonucleares (PMN),
considerados mediadores criticos de lesdo celular e, consequentemente, responsaveis
pelas alteracdes na permeabilidade vascular. Posteriormente, LEONARD et al. (2003)
demonstraram resultados similares aos de ZINI et al. (1999 e 2002), mostrando 0 RVT
como um eficiente neutralizador de OH® produzidos pela reacdo de Fenton que,
consequentemente, impede a peroxidacéo lipidica das membranas celulares, assim como
0s possiveis danos ao DNA; Além disso, o0 estudo de LEONARD et al. (2003) também
demonstrou que o RVT era capaz de inibir a ativacdo do NF-kB (fator nuclear kappa B),
através da capacidade de eliminacdo de inUmeras espécies de RL responsaveis pela
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ativagdo desse fator. O NF-kB esté envolvido nas cascatas de sinalizagéo inflamatorias e
carcinogénicas. Os autores propuseram ainda que os ROS derivados da peroxidacéo
lipidica poderiam iniciar a formacao de tumores.

Como antitumoral, 0 RVT é capaz de afetar os trés estdgios da carcinogénese
(iniciagdo, promogdo e progressdo), além de suprimir a angiogénese e as metéstases, 0s
efeitos parecem estar estritamente associados a sua capacidade antioxidante (ATHAR et
al., 2007). No inicio da formacdo do tumor, o RVT atua como agente antioxidante
inibindo a formacéo dos RL (JANG et al., 1997). Paralelamente, atua na cascata de acido
araquidoénico, inibindo a cicloxigenase-1 (COX-1) e, consequentemente, a converséo do
acido araquidénico em substancias pro-inflamatorias, necessarias para a génese dos
tumores (SUBBARAMAIAH et al., 1998). O RVT também exerce atividade na inibicéo
da proteina C-quinase, considerado importante mediador na formacgdo dos tumores
(STEWART et al., 2000). Como antiproliferativo, 0 RVT age induzindo a apoptose de
alguns tipos de tumores (SCHNEIDER et al., 2000), suprimindo varias linhagens
celulares cancerosas, seja em parte pela inibicdo das DNA polimerase e ribonucleotideo
redutase ou pela inducédo da suspenséo do ciclo celular (GUSMAN et al., 2001).

Apesar das numerosas propriedades farmacoldgicas apresentadas pelo RVT, a
maior parte dos estudos sdo realizados in vitro. Porém, esses efeitos ndo s&o
frequentemente observados in vivo, essa divergéncia pode ser atribuida a baixa
biodisponibilidade e elevado metabolismo sofrido pela molécula em meio bioldgico
(WILLIAMSON, MANACH, 2005). Alguns estudos descrevem que apds administracdo
oral, cerca de 70% do RVT é absorvido, mas rapidamente metabolizado, restando
somente tracos da molécula no plasma (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011).

O metabolismo rapido do RVT déa-se principalmente por 3 vias: (I) conjugacéo
com o acido glucurénico, (1) hidrogenacdo da dupla ligacdo alifatica pela microflora
intestinal e (I11) conjugacdo com sulfatos pelo intestino/figado, sendo essa a principal
causa para a baixa biodisponibilidade do RVT e a excre¢do completa ocorre via urina e
fezes. Diante ao intenso metabolismo do RVT, sua meia-vida plasmatica é baixa, de 8 a
14 minutos, com formacéo de metabdlitos 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 fisioldgico, tornando-se um enorme desafio aos pesquisadores.
Dessa forma, inumeros estudos visando a melhoria da farmacocinética do RVT tém
surgido nos ultimos anos, utilizando diversas estratégias como as formas farmacéuticas

com liberacdo modificada. Os sistemas nanoestruturados por exemplo, pode ser uma
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alternativa para melhorar as propriedades fisico-quimicas do RVT e, consequentemente,

numa possivel potencializacdo das suas propriedades farmacologicas.

2.3 Nanotecnologia e Nanoparticulas Poliméricas

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que tem como principio a
caracterizacdo, elaboracdo e aplicacdo de estruturas na escala nanométrica (SAHOO et
al., 2007). O termo “nanoparticulas” tem sido aplicado para estruturas com diametros ente
1 a2 1000 nm. Os sistemas nanoestruturados apresentam caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas até entdo ndo observadas na escala macrométrica, sendo consideradas
estruturas de propriedades unicas e de grande interesse em varias areas 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 conferéncia
da Sociedade Americana de Fisica, o fisico americano Richard Feynman afirmou que o
homem um dia conseguiria manipular os atomos de forma a construir estruturas de
dimensdes nanomeétricas, com caracteristicas proprias e individuais (SANTAMARIA,
2012). Ja nos anos 80, BINNING e ROHRER criaram os microscépios de tunelamento,
0 que permitiu a visualizacdo em escala nanométrica e sO assim uma possivel
manipulacéo de tais estruturas (MINCHIN; MARTIN, 2009). Atualmente é considerado
um dos maiores avancos do conhecimento, desde setores de energia, eletrdnica até
industrias farmacéuticas e € uma das principais atividades de pesquisa e desenvolvimento
em diversos paises (ROSSI - BERGMANN, 2008).

No campo farmacéutico a nanotecnologia é aplicada como uma nova estratégia
para otimizar problemas relacionados ao desenvolvimento de formulagées (KIPP, 2004).
Sabe-se que as particulas com tamanhos inferiores a 300 nm, passam a apresentar perfis
farmacocinéticos melhores, juntamente com um aumento no tempo de circulacdo
sistémica e cinética de liberacdo sustentada, sendo também possivel o direcionamento de
farmacos em sitios especificos de acdo desejada (ZHANG et al., 2008, KONAN et al.,
2003).

S&o diversas as estruturas que compde o0s sistemas nanoestruturados carreadores
de farmacos, incluindo as micelas, dendrimeros, lipossomas, nanoparticulas lipidicas
solidas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas, entre outras. Todas objetivam a
incorporacdo, absorcao ou dispersao do ativo solido, liquido ou gasoso em suas estruturas,

afim de apresentar propriedades fisico-quimicas diferenciadas comparadas ao farmaco
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isolado. Além das vantagens atribuidas ao tamanho reduzido das particulas, essas
estratégias também podem melhorar as caracteristicas do proprio farmaco, como a
protecdo contra degradacdo, maior estabilidade e melhor solubilidade. Um exemplo é a
incorporacéo de substancias hidrofébicas em matrizes hidrofilicas (MAINARDES, 2009;
KLAYPRADIT, HUANG, 2008; JAFARI et al., 2008).

As nanoparticulas poliméricas (NP), tém sido amplamente exploradas devido ao
seu potencial terapéutico, além de apresentarem maior estabilidade nos fluidos
bioldgicos, quando comparadas a outras estruturas nanométricas, como por exemplo as
nanoparticulas lipidicas solidas (SCHAFFAZICK et al., 2003). As NP séo elaboradas a
partir de polimeros que podem ter origem natural ou sintética. Entre os principais
polimeros empregados para encapsulamento de farmacos podemos mencionar a PCL
(policaprolactona), o PLGA (poli acido lactico-co-glicolico) e o PLA (poli &cido lactico).
Entre os polimeros naturais destacam-se a albumina sérica (humana ou bovina), a
quitosana, gelatina, alginato e colageno. Todos estes polimeros sdo biocompativeis e
biodegradaveis, desse modo, os riscos para aplicacdes in vivo sdo reduzidos (KUMARI
et al, 2010; PLAPIED et al., 2011).

As NP sdo consideradas como espécies de gaiolas quimicas, capazes de armazenar
em seu interior ou adsorver em suas estruturas os farmacos, de modo que podem ser
usados como transportadores pelo organismo. Também controlam a taxa de liberacdo do
farmaco ou do direcionamento para a liberacdo no ambiente fisioldgico desejado,
dependendo somente da sua forma e composicdo estrutural (DE MELO, PIMENTA,
2004). O desenvolvimento dessas estruturas visa inUmeras aplicacfes terapéuticas,
principalmente, para administracdo parenteral ou oral. A administracdo parenteral pode
ser utilizada na distribuicdo de farmacos anticancerigenos e de antibidticos. A
administracdo oral, por sua vez, visa principalmente a diminuicao de efeitos colaterais, a
protecdo de farmacos degradaveis no trato gastrointestinal e no aumento da
biodisponibilidade dos farmacos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Sédo diversas as formas morfoldgicas que as NP podem apresentar, entre as quais
destacam-se dois grandes grupos, como ilustra a Figura 3. A) Nanocépsulas, que possuem
um nucleo oleoso revestidos por um involucro polimérico, onde os farmacos estdo
incorporados na parede polimérica ou dissolvidos no nucleo oleoso; e B) Nanoesferas,
formadas por uma matriz polimérica em que o fArmaco esta adsorvido por toda a matriz.
(MAINARDES et al., 2006; LUNA e ANDRADE, 2011).
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Figura 3: Representacdo esquematica de nanoesferas e nanocapsulas
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Fonte: KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010

2.4 Albumina Sérica Bovina (BSA)

A BSA ¢ a proteina mais abundante no sangue bovino (50mg/mL), tem peso
molecular de 66kDA e possui uma cadeia polipeptidica simples de 583 residuos de
aminoéacidos, divididos em trés dominios (I, Il e I11) com grupos funcionais reativos como
os tiois, aminas e carboxilas (HIRAYAMA et al., 1990; TAYEH et al., 2009; KRATZ,
2008) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo dos dominios de ligagdo 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 agua (25°C), sendo carregada negativamente em pH 7,0 e sofre mudangas
conformacionais no intervalo de pH 4-8 (TANTRA et al., 2010). E considerada uma
proteina multifuncional, com propriedades importantes para o funcionamento do
organismo, como regulacdo da pressdo osmotica, transportadora de substancias
enddgenas e exdgenas, tais como acidos graxos, uma variedade de metabdlitos, farmacos,
nutrientes, entre outros (KRAGH-HANSEN et al., 2002). Sua propriedade mais marcante
é a capacidade de ligar-se reversivelmente com varios ligantes, como por exemplo,
cisteina, glutationa, bases de Schiff, além de complexos e ions metélicos (SEVILLA et
al., 2007).

Possui uma estrutura muito similar a estrutura da aloumina sérica humana (HSA),
apresentando uma sequéncia idéntica de 75,6% de aminoacidos (MAJOREK et al., 2012),
sendo assim, a BSA pode ser considerada atoxica e ndo antigénica. Somando-se a
capacidade biodegradavel, a BSA é facilmente adaptavel ao organismo humano sendo o
seu uso considerado seguro (MARIMOTO, FUJIMOTO, 1985). Em razdo disso, a BSA
tem despertado interesses na industria farmacéutica como um atraente transportador de
farmacos e tém sido empregada como proteina modelo em sistemas biomiméticos.
Grande parte, por suas caracteristicas de bioconjugacdo e biocompatibilidade, facil
purificacdo e solubilidade em agua, 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 preparacdo de NP, tendo
como modelo outras nanoparticulas ja existentes no mercado. Tal como, a NP comercial
Abraxane®, constituida de nanoparticulas de HSA com paclitaxel para tratamento do
carcinoma da mama metastatico, que teve bom desempenho nos estudos clinicos
(DAMASCELLI et al., 2001).

2.5 Obtencdo de Nanoparticulas Poliméricas pelo Método de Coacervagao

O processo de dessolvatacdo, também conhecido como coacervacao, é baseado na
solubilidade diferencial do polimero em solucdo aquosa frente a um agente de
dessolvatagdo (WEBER, 2000). Segundo a IUPAC (Compendium of Chemical
Terminology, eletronic version) (2006) a coacervacao é a separacao de duas fases liquidas
em sistemas coloidais, onde a fase mais concentrada no componente coloidal é definida
como coacervado e a outra fase é a solugdo de equilibrio. A coacervacdo simples é

induzida por modifica¢fes nas condi¢Bes que causam a coacervagdo da molécula, como
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por exemplo a adi¢do de um ndo-solvente, adi¢cdo de micro-ions ou até mesmo alteragdes
na temperatura. Essas modificacbes sdo capazes de promover uma maior interacao
molécula-molécula e diminuir as interagdes molécula-solvente (LUZZI, 1970). O
processo de coacervacdo simples por adicdo de um ndo-solvente, estd representado

esquematicamente na Figura 5:

Figura 5: Esquema ilustrativo do processo de coacervagéo

12H H
@& trans-resveratrol % agente de reticulagdo

Fonte: Adaptado de BHUSHAN et al., 2015

Inicialmente adiciona-se lentamente um ndo-solvente, geralmente o etanol, em
uma solucéo aquosa do polimero, BSA, para que haja a formacao dos coacervados. Assim
gue o ndo-solvente é adicionado a solubilizacdo do polimero torna-se dificultada e, por
sua vez, precipita (IRACHE e ESPUELA, 2006). Para a encapsulacdo de outras
substancias, como farmacos, 0 mesmo deve ser solubilizado no solvente com o qual seja
compativel. Durante a precipitacdo do polimero, as goticulas do polimero depositam-se
em torno da substancia a ser encapsulada, formando uma rede polimérica. Ao final do
processo, para que haja a estabilizagdo da nova estrutura é adicionado um agente de
reticulacdo, o glutaraldeido, onde seus grupos aldeidos reagem com 0s grupamentos
aminas do polimero, formando ligaces cruzadas (covalentes), conhecidas como bases de
Schiff (MEZIANI & SUN, 2003; MERODIO et al., 2001).

A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos através do processo de coacervagado €
dependente de varios fatores associados principalmente as caracteristicas do polimero,
como sua capacidade de adsorgdo e, também, as caracteristicas do complexo formado,
concentracdo do agente reticulante, tensdo superficial e pH do sistema. Essas
propriedades interferem na formacéo da rede polimérica e consequentemente na retengdo
do material a ser encapsulado (SCHMITT et al.,1998; KRUIF et al., 2004).

GUO e colaboradores (2009) obtiveram nanoparticulas poliméricas de BSA

contendo RVT através da técnica de coacervagdo e observaram in vitro, uma alta
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atividade antiproliferativa de células SKOV3 de carcinoma de ovario humano. KAMATH
e colaboradores (2013) também sintetizaram nanoparticulas de BSA contendo RVT e
aprisionaram em uma estrutura tridimensional de PCL (PCL-RNP). Apos, avaliaram o
potencial de formacdo Ossea in vitro, utilizando células estaminais mesenquimais
derivadas da medula 6ssea humana. Os resultados demonstraram que PCL-RNP
melhorava significativamente a mineralizacdo éssea, devido a liberacdo controlada e
prolongada do RVT, e dessa forma aumentando o potencial terapéutico na engenharia do

tecido 6sseo.

2.6 Caracterizagdo das Nanoparticulas

A caracterizacdo fisico-quimica é uma etapa de grande importancia no
desenvolvimento das nanoparticulas. As caracteristicas apresentadas pelas nanoparticulas
sdo dependentes da composicao quali-quantitativa das formulacdes, sendo pré-requisitos
cruciais para desenvolvimento desses sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Entre 0s
ensaios que avaliam as caracteristicas fisico-quimicas, destacam-se: a determinacao do
didmetro médio, indice de polidispersdo (IP), carga superficial (potencial zeta —
POTENCIAL ZETA), avalicdo morfoldgica, difracdo de raio-X (DRX), espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), andlise termogravimétrica derivada (DTG) e espectroscopia de
fluorescéncia.

o Diametro médio e Indice de Polidispersdo: esses parametros sio de
suma importancia, pois avaliam de modo geral, o tamanho e a uniformidade das
particulas. A literatura relata que nanoparticulas carreadoras de farmacos devem possuir
didmetros médios menores que 300 nm (GUPTA, KOMPELLA, 2006) e o IP entre 0 e
0,2. Sabe-se que quanto menor o IP maior serd a homogeneidade entre as nanoparticulas
em suspensdo (AVADI et al, 2010).

Os meétodos usuais para a determinacdo da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas consistem em espectroscopia de correlacdo de fotons (Dynamic Light
Scattering), que avalia os didmetros com base na teoria do movimento Browniano das
particulas. Em suma, o raio hidrodindmico medio € calculado a partir da intensidade de
luz dispersa (rn) que varia conforme o tamanho das particulas, bem como a velocidade
dos movimentos Brownianos (FINSY, JAEGER, 1991).

A polidispersdo é um parametro calculado a partir da andlise da funcdo de

autocorrelacdo em medidas de espalhamento dindmico da luz. Nesta analise, assume-se
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que as particulas possuem um Unico tamanho e um ajuste exponencial simples é aplicado
com a funcéo de autocorrelacdo. A polidispersdo foi definida em IP, pois representa a
variancia relativa (MALVERN, 2004).

o Determinacdo do Potencial Zeta: a maior parte das particulas adquirem
cargas em sua superficie quando em contato com um liquido (BEDE, 2010). Assim, 0
POTENCIAL ZETA é a medida que reflete o potencial elétrico da superficie das
particulas. A qual é dada pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razao
da dissociacao de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcao de espécies
ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo (MAGENHEIM; BENITA, 1991).

A medida do potencial zeta é de forma indireta e a técnica mais utilizada é através
da mobilidade eletroforética. A andlise consiste em introduzir uma suspensédo coloidal
diluida numa cuba com dois eletrodos e aplicar um potencial elétrico a suspensdo. As
particulas carregadas irdo se mover na direcdo do eletrodo de carga contraria e o quociente
de velocidade de deslocamento pelo campo elétrico chama-se mobilidade eletroforética.
O potencial zeta é calculado através de equacfes, as mais usadas sao as aproximacoes de
Smoluchowski ou a de Debye.

Analisada em mddulo, as particulas que apresentam um alto potencial zeta >|30
mV|, irdo se repelir em solucéo, devido a grandes forgas repulsivas que tendem a evitar
agregacdo e uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal. Ao contrario,
particulas com baixo potencial zeta <|5 mV| resultam em aglomeracdo e uma baixa
estabilidade (MALVERN, 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003).

. Calorimetria Exploratéria Diferencial e Analise Termogravimétrica:
Possiveis interacOes entre os diferentes componentes presentes na formulagcdo podem ser
observadas utilizando técnicas termoanaliticas. O DSC é um método que fornece
informacdes a respeito da morfologia do polimero, cristalino ou amorfo e sobre o estado
de dispersdo solida ou molecular do farmaco associados aos sistemas poliméricos
(MAGENHEIM, BENITA, 1991). A técnica de DSC fornece a temperatura e a entalpia
de fusdo das particulas, altos valores de entalpia de fusdo sugerem uma alta organizacdo
cristalina, pois esse tipo de estrutura necessita de mais energia para superar as forcas de
coesao da rede cristalina do que um material amorfo (ATTAMA et al., 2006). A TGA
consiste em acompanhar a variacdo de massa de uma amostra ao longo do tempo em altas
temperaturas e a DTG (termogravimetria derivada) € um rearranjo matematico, no qual a
derivada da variacdo da massa em relacdo ao tempo, em outras palavras a DTG é a
derivada da TGA (CAVALHEIRO et al., 1995).
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o Difracdo de Raio X e Espectroscopia do Infravermelho: A DRX é
considerada uma técnica versatil e ndo-destrutiva que revela informacdes 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
analise dos compostos cristalinos fornecendo detalhes do tamanho, perfeicéo e orientacédo
cristalografica (BEYERLEIN et al., 2010). Substancias que apresentam forma cristalina,
demonstram picos bem definidos nos difratogramas, contrariamente, substancias amorfas
ndo apresentam 0s mesmos planos cristalinos caracteristicos dos cristais (CAMPOS,
2005).

A FTIR apresenta-se como uma poderosa ferramenta na identificacdo de
compostos organicos e inorganicos puros. Pois € capaz de identificar diferentes ligacdes
quimicas entre atomos pelas deformacdes rotacionais e vibracionais, as quais absorvem
energia em determinada frequéncia de ressonancia, de acordo com as caracteristicas
quimicas dos atomos envolvidos (SKOOG et al., 2010). Estas vibra¢des sdo quantizadas
dando origem ao espectro vibracional, que costuma aparecer como uma série de bandas
caracteristicas das ligagdes quimicas e grupos funcionais presentes nos compostos
(SOLOMONS, FRYHLE, 2001). A regido do espectro de infravermelho compreende
radiagdo com numero de onda no intervalo de aproximadamente 4000 a 400cm™
(SKOOG et al., 2002).

o Espectroscopia de Fluorescéncia: Espectroscopia de fluorescéncia
também pode ser considerada um método para determinar a interacdo entre as moléculas.
As moléculas em seu estado fundamental, apresentam uma determinada configuracédo, em
que a energia total é a menor possivel. Quando a molécula absorve um foton de luz, por
exemplo, um elétron é promovido do estado fundamental para um estado excitado,
assumindo uma nova configuracdo de maior energia. O retorno ao estado eletronico
fundamental, com o relaxamento vibracional do estado excitado, emite luz. Sendo assim,
a fluorescéncia é denominada como um fendmeno que envolve a perda de energia de uma
molécula no estado excitado por emissdo de luz (LAKOWICZ, 1999; VALEUR, 2001).

As medidas de fluorescéncia das moléculas podem nos dar informacGes sobre:
conformacao, sitios de ligacdo, interacdo com solventes, grau de flexibilidade, entre
outros. A técnica apresenta grandes vantagens quando comparada a outros métodos, pois
é muito sensivel, tem um amplo espectro de analise e o erro inerente é praticamente
constante em todo o intervalo de resposta (VALEUR, 2001; SIERRA, et al., 1996).

A anélise se baseia em gerar espectros de emissdo composta por uma curva de

intensidade de fluorescéncia (IF) em fung¢do do comprimento de onda (A) dados em
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nandmetros (nm), fixando o comprimento de onda de luz de excitacdo. A sensibilidade
da técnica esté relacionada a estrutura quimica dos fluordforos e a polaridade do solvente
no qual estdo dissolvidos. (VALEUR, 2001; LAKOWICZ, 1999).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo das atividades antioxidante e

antitumoral in vitro de nanoparticulas de albumina bovina contendo resveratrol.

Objetivos Especificos

v Obtencdo de nanoparticulas de albumina sérica bovina contendo resveratrol (NP-
RVT) pelo método de coacervacao;

v Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo do RVT nas nanoparticulas;

v’ Caracterizacéo fisico-quimica das nanoparticulas;

v' Avaliacdo da estabilidade das NP-RVT frente a diferentes ambientes de
armazenamento;

v Determinacdo do perfil de liberacdo do farmaco in vitro e a cinética de liberacéo;

v Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro das NP-RVT, pelos métodos de
inibicdo do ABTS*" e do HOCI.

v Avaliacdo da atividade citotdxica in vitro sobre linhagem de células B16F10

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

4.1 Materiais
Reagentes

v Trans-Resveratrol (Pharmanostra Brasil®) cedido pelo Laboratério Vicofarma;

v Albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich®);

v" Agua ultrapurificada (Sistema Milli-Q Gradiente Milipore®);

v’ Etanol (Synth®);

v Glutaraldeido (Vetec®);

v" Metanol (grau HPLC) (J.T. Baker);

v KBr - Brometo de potassio, grau espectroscopico (Sigma-Aldrich®);

v ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-a4cido  sulfénico)  (Sigma-
Aldrich®);

v Fosfato de s6dio monobasico anidro P.A. (Vetec®);

v" Fosfato de sédio dibasico P.A. (Biotec®);

v' K2S;0s - Perssulfato de Potassio (Sigma-Aldrich®);

v' NaOCI - Agua Sanitéria (Qboa®);

v' TMB — Tetrametilbenzedina (Sigma-Aldrich®);

v Dimetilformaldeido (Biotec®);

v' Acido Acético (Vetec®);

v KI - lodeto de Potassio (Biotec®);

v" PVA - Poli(alcool vinilico) (Sigma Chemical Co., USA);

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

v. MTT - brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio (Sigma-
Aldrich®);

v Azul de Trypan (Sigma-Aldrich®);

v Soro fetal bovino (Gibco®);

v" Cultura Iscove’s (Sigma-Aldrich®);

Equipamentos

v Agitador magnético (Quimis®);
v" Shaker — Incubadora com agitacdo orbital (Quimis®);
v Microcentrifuga refrigerada CT-15000R (Cientec®);
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v Aparelho Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Waters®);
Detector de Fotodiodo (PDA) (Waters®);

\

v" Coluna de fase reversa C18 (25cm X 4mm) de tamanho de particula 5 pm
(Vertical®);

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

Difratbmetro de raios X D2 PHASER (Bruker®);

NanoBrook 90Plus Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments

AN

Corporation®);

ZetaSizer ZS (Malvern®);

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

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

Equipamento de anélises térmicas Mod. SDT Q600 — simultdneo DSC/TGA (TA
Instruments®);

D N N NN

v’ Espectrofotdbmetro FlexStation 3 multi-mode Microplate Reader (Molecular
Devices®);

v Microscépio Eletronico de Varredura com Emissdo de Campo - MIRA3 LMU,
Tescan Orsay Holding, Czech Republic;

v" Capela de fluxo laminar vertical (Veco®);

v' Estufa de CO2 (Quimis®);

4.2 Métodos

4.2.1 Preparacdo de Nanoparticulas de Albumina Sérica Bovina contendo
Resveratrol (NP-RVT)

As NP-RVT foram obtidas através do método de coacervacao descrito por
KAMATH e colaboradores (2014), com algumas modificacGes. O processo iniciou com
a solubilizacdo de 100 mg de BSA em 2 mL de agua ultrapurificada, sob agitacdo
magnética. A adicdo do RVT seguiu duas vias (Figura 6):

Formulagdo 1 — O RVT foi solubilizado em 200 pL de etanol e adicionados gota-
a-gota na solucéo aquosa de BSA. Ap0s, a solugéo foi incubada por uma hora sob agitacéo
em Shaker (200 rpm) a temperatura ambiente, protegidas da luz. Ao final do tempo de
incubacéo, 6 mL de etanol foram adicionados com o auxilio de uma bureta, mantendo a
solugéo sob constante agitacdo, para que houvesse a saturagdo do agente dessolvatador,

conferido pela turvagédo da solucéo.


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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Formulagdo 2 — O RVT foi solubilizado em 6 mL de etanol e adicionado gota-a-
gota a solucdo de BSA, com o auxilio de uma bureta, sem tempo de incubacao previa,
seguindo as mesmas condicGes da formulacdo 1. Ao final de ambos os processos, foram
adicionados 50 pL do agente reticulante, glutaraldeido 8% e, levado novamente para

incubacdo em Shaker a 200 rpm, por 24 h em temperatura ambiente.

Figura 6: Representagdo ilustrativa da obtencdo das NP-RVT pelo método de
coacervacao.

Adicio do etanol Adicio do glutaraldeido
} (6mL) 8% (50ul)
BSA em solugio BSA em solugdo
aquosa aquosa + 10mg de
(100mg/2mL) RVT (em 200ul etanol)
o
. &
- 3.
~

ﬁ ﬁ C tant itagdo d

onstante agitagao de

JR— Crosslinking [ 200rpm a 22°C/24Hrs,

itagdio, 22° Agitagdo, 22°C Agitagio, 22°C lavagem e centrifugagio
= hers | p— | Agitagio, 22°C | g Np RV

Adigdo do RVT Adicio do glutaraldeido
solubilizado em 8% (50ul)

BSA em solugdo etanol (10mg/6mL)
aguosa

(100mg/2mL)

L
EE - *®
=~ Py
[ @ Constante agitag3o de
Agitacso, 22°C Crosslinking L ] 200rpm a 22°C/24Hrs,
7 =S | ) | Agitagdo, 22°C] — L - lavagem e centrifugagio
Agitacdo, 22°C das NP_RVT.

Fonte: O autor.

Por fim, as NP-RVT passaram por um processo de lavagem seriadas. Onde, as
NP-RVT foram recolhidas em tubos de microcentrifugacao e ultracentrifugadas a 15500
rpm por 30 min. O sobrenadante foi recolhido e as NP-RVT foram ressuspensas em agua
ultrapurificada (500 pL), o processo de lavagem foi repetido.

O sobrenadante foi separado para posterior analise da eficiéncia de encapsulacio
e as NP-RVT foram mantidas em solucéo aquosa, protegidas da luz. O mesmo processo

foi realizado para a sintese das NP-brancas, sem a adi¢cdo do RVT.

4.2.2 Caracterizacao Fisico-Quimica das Nanoparticulas
4.2.2.1 Diametro Médio da Particula e indice de Polidisperséo (IP)

Para a determinagéo do IP e do didmetro médio das particulas foi empregada a
técnica de espectroscopia de correlagdo de fotons, conhecida também como “Dynamic
light scattering”. As NP-RVT foram ressuspensas em agua ultrapurificada 1:100 (v/v) e

analisadas. Os parametros estabelecidos na técnica foram: angulo de espalhamento fixado
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em 90°, temperatura de 25 °C 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

padrdo foram calculados a partir da analise de 10 amostras.

4.2.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)

A analise morfologica das NP-RVT foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura com emissao de campo (MEV-FEG), com uma tensdo de aceleracdo de 5.0kV.
As NP-RVT foram ressuspensas em agua ultrapurificada na proporcéao de 1:10, aliquotas
da suspensdo foram depositadas sobre o suporte de amostras e secas em estufa a 45°C.
Apdbs 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 Determinacdo do Potencial Zeta

O potencial zeta foi determinado a partir da medida da mobilidade eletroforética
das NPs. As NP-RVT foram ressuspensas em agua ultrapura (1:100) e inseridas em uma
cubeta eletroforética a 25°C e analisadas. O limite do potencial foi definido em £ 150mV,

as anélises foram de 10 replicatas e os resultados calculados em média e desvio padréo.

4.2.2.4 Adaptacado da Validacdo do Método Analitico para Quantificacdo do RVT
em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para a quantificacdo do RVT por CLAE, seguiu conforme a metodologia
determinada por LINDNER et al. (2013). A fase movel consistiu em metanol/agua (51:49
v/v), com fluxo isocratico de 0,9 mL/min, volume de injecdo de 20 pL, 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 ¢ obtida através do calculo de regressao linear curva analitica (area
do pico versus concentracdo). Como base, foram analisadas triplicatas de 8 concentragdes
de RVT (10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 pug/mL), preparadas a partir de uma solugdo mée,
com concentragdo de 1 mg/mL em metanol/agua (50:50, v/v), ao final, foi avaliado o

coeficiente de correlagdo da curva analitica (r), sendo ideal o0 mais proximo de r = 1.
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Os Limites de Deteccédo e Quantificacdo foram determinados atraves de calculos
(Equacdo 2 e 3) com os dados fornecidos pela curva analitica, construida para a

determinacéo da linearidade:

o

LD = 5 x 3,3 Equacao 2
o

LQ = 5 x 10 Equacao 3

Onde: o é o desvio padrdo médio do intercepto y e b € a inclinagdo da curva
analitica ou slope.

Também foi realizado o teste de especificidade, a analise foi através da
comparacgdo dos cromatogramas do sobrenadante das NP-RVT e do sobrenadante das NP-
brancas, recolhidos ap6s a obtencdo das NP. A andlise buscou avaliar a ocorréncia de

sobreposicao de picos que interferissem na quantificagdo do RVT.

4.2.2.5 Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacéo

A quantificacdo da droga presente nas NP, ou seja, a quantidade de RVT
encapsulado nas NP-RVT, foi determinado indiretamente por CLAE, seguindo as
condi¢cdes cromatograficas estabelecidas anteriormente. O sobrenadante separado e
conservado na Ultima etapa de preparacdo das NP-RVT, foi diluido (1:100) em
metanol:agua (50:50 — v/v), posteriormente, filtrado em membrana 0,22 pum e injetados
no sistema cromatogréfico, todas as analises foram realizadas em triplicata.

Ao término da andlise, a concentracdo da droga livre foi determinada, ou seja, a
quantidade de RVT que ndo incorporou nas NPs e através da Equacédo 4, foi possivel

encontrar a EE%:

EEO = (RVTinicial — RVT livre) ¥ 100 Equacio 4
RVT inicial

Onde: RVTinicial corresponde a concentracdo de RVT adicionado inicialmente e
RVTlivre é a concentracdo do farmaco que ndo incorporado as nanoparticulas durante o

processo de formagdo. A EE% foi expressa em média e desvio padréo (n = 10).
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4.2.2.6 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras de RVT e mistura fisica (RVT e BSA, proporc¢édo 1:10) e as amostras
liofilizadas de NP-RVT e NP-brancas foram, separadamente, compactadas com o
brometo de potéssio (KBr) em prensa hidraulica, formando pastilhas. Posteriormente,
foram analisadas em espectrofotdmetro na regido do infravermelho no intervalo de 4000

a 400 cm™.

4.2.2.7 Difracao de Raio X (DRX)

A DRX foi realizada em difratometro utilizando radiagdo Kol de cobre, com
comprimento de onda (A) igual a 1,5418 A a temperatura ambiente. As medidas foram
realizadas com corrente de 10mA e tenséo 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 angulos de 10 a 70°.

4.2.2.8 Analise Térmica (Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (DTG))

As amostras de RVT, BSA e as amostras liofilizadas NP-RVT e NP-brancas,
foram pesadas em cépsulas de alumina e levadas ao analisador de TGA e DSC. As
capsulas foram aquecidas em uma velocidade de 10°C/min, entre 30 e 450°C, sob
atmosfera de nitrogénio numa vazao de gas de arraste de 100 mL/min. A célula de DSC
foi previamente calibrada utilizando padrdes. 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 fusao.

4.2.2.9 Espectroscopia de Fluorescéncia

A associacdo do RVT com a BSA na formagéo das nanoparticulas foi analisada
através do sinal de intensidade de fluorescéncia (IF) da BSA, RVT, NP-branca, NP-RVT
e mistura fisica (BSA e RVT proporc¢do 10:1) diluidas em tampé&o fosfato (PB pH: 7,4).
As amostras foram excitadas em A = 280 nm e 0s espectros de emissdo correspondentes

foram registrados na faixa de 290-510 nm, num intervalo de 10 nm.
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4.2.3 Determinacéo do Perfil de Liberacéo In Vitro
4.2.3.1 Ensaio de Solubilidade do RVT

Para determinar o meio receptor no estudo de liberagéo, foi realizado o ensaio de
solubilidade do RVT em tampéo fosfato-salino (PBS, pH 7,4) com diferentes tensoativos.

Inicialmente, uma quantidade em excesso do RVT foi adicionada em 10 mL de
tampé&o PBS (50mM, pH 7,4) contendo: PVA (1%), PVA (5%), Tween 80 (1%) ou Tween
80 (5%). As solugdes foram mantidas sob agitacdo (150 rpm), a 37°C, durante 48 h. Em
seguida, as solucdes foram filtradas em filtro de 0,22 um e quantificadas por CLAE. O
ensaio foi realizado em triplicata para todas as condicOes, e 0 meio receptor que melhor

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

4.2.3.2 Determinacgéo do Perfil de Liberagao

A determinacdo da liberacdo in vitro do RVT a partir das NP-RVT, utilizou o
método de agitacdo em incubadora orbital do tipo “shaker”, seguido de ultracentrifugacao
(CASA et al., 2014). As NP-RVT foram diluidas no meio dissolutor (Tamp&o 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 agitacdo 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 pm,
0 RVT liberado foi quantificado por CLAE. O precipitado foi ressuspendido novamente
em meio dissolutor e incubados em Shaker até a proxima tempo pré-estabelecido. Os
resultados da liberacdo acumulativa do RVT (%) ao longo das horas, foram plotados em

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

4.2.3.3 Determinacao da Cinética e do Mecanismo de Liberacao

Para a obtencdo do mecanismo de liberacdo do RVT a partir das NP-RVT, foi
realizado um estudo matematico do perfil de liberacdo 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 equagdes do Quadro 3
(RITGER, PEPPAS, 1987).
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Quadro 3: Modelos matematicos de cinética de liberagdo

Modelo Equacéo

Zero Ordem C=kt

Primeira Ordem C=100 (1 —e*

Segunda Ordem C=100 [1 - (Ae™+ Be™)]
Higuchi c= kvt

Korsmeyer-Peppas Ft= at"

C, percentual do farmaco dissolvido no tempo t; k, a e B, constantes cinéticas de dissolucao; A e
B, concentrac@es iniciais do farmaco que contribuem para os dois momentos de dissolugédo do
farmaco. Ft, fracdo do farmaco dissolvido no tempo t; a, constante que mostra as caracteristicas
estruturais e geométricas da forma farmacéutica; n, expoente de liberacdo que indica 0 mecanismo
gue essa ocorre.

4.2.4 Teste de Estabilidade

A estabilidade das NP-RVT foi avaliada frente a diferentes condicGes de
armazenamento, a fim de verificar a permanéncia das caracteristicas fisico-quimicas
iniciais no decorrer do tempo. O teste foi realizado num periodo de 3 meses e as amostras
foram analisadas em triplicata, semanalmente.

Apb6s a obtencdo das NP-RVT, as mesmas foram ressuspensas em agua,
protegidas da luz e distribuidas igualmente em 3 lotes. Em seguida, os lotes foram
armazenados em temperatura ambiente (25-20°C), sob refrigeracéo (2-8°C) e congeladas
(-20°C). Os lotes congelados foram divididos em dois grupos: no primeiro, as NP-RVT
foram ressuspensas em agua ultrapurificada e, no segundo, em sacarose 5%.
Semanalmente, foram analisados 0s seguintes parametros: diametro médio e o indice de
polidispersdo (conforme o item 4.2.2.1), o potencial zeta (item 5.2.2.3) e o teor de fArmaco
liberado das NPs (conforme o item 5.2.2.5).

Os resultados semanais de cada ambiente, foram analisados e as comparagdes
estatisticas feitas por ANOVA com intervalo de confianca de 95%, o pds-teste aplicado
foi o de Tukey. Diferencas foram consideradas estatisticamente significantes com p <
0,05.
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4.2.5 Avaliacéo da Atividade Antioxidante In Vitro
4.2.5.1 Captura do Radical ABTS™*

O teste antioxidante in vitro que avalia a inibicdio do ABTS™, seguiu a
metodologia descrita por RE et al. (1999), com algumas modificacgdes.

O radical foi formado a partir de uma solucdo aquosa de ABTS (7 mM) com
perssulfato de potéssio (2,45 mM), incubados a temperatura ambiente na auséncia de luz,
por 12 h. A solucéo de trabalho foi preparada através da diluicdo do radical em tampao
fosfato (PB) (50 mM, pH 7,4) até obter absorbancia préxima a 0,70 em 734 nm. Devido
a instabilidade do radical, a solucdo de trabalho foi preparada todos os dias e valida
somente para 0 momento da andlise. As amostras de RVT, NP-RVT e NP-brancas em
diferentes concentracées (0,5 — 5,0pug/mL) foram incubadas juntamente com a solugdo do
radical a 37°C, por 30 min. A complexacdo entre 0 ABTS"" e amostras, foram medidas
pelo decréscimo da absorbancia apds a incubacdo, em um leitor de microplacas no
comprimento de onda de 734 nm.

A andlise 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 inibicdo do ABTS™", de acordo

com a equacéo 5:

AC — AA Equacédo 5
Inibi(;éo = T x 100

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

4.2.5.2 Inibic&o do Acido Hipocloroso (HOCI)

O teste antioxidante in vitro que avalia a inibicdo do HOCI seguiu a metodologia
de PAINO et al. (2005), com algumas modificagcdes. O HOCI foi preparado a partir de
uma solucdo de NaOCI (hipoclorito de sodio) em &gua basificada (pH:12) e a
concentracéo foi determinada espectrofotometricamente pelo quoeficiente de extingéo
molar 350 cm™*M1, em 292 nm. O revelador, TMB (3,3’,5,5’—tetrametilbenzidina), foi
solubilizado em dimetilformamida (0,014 mol/L), seguido da adi¢do de iodeto de potassio
(0,01 mol/L) e acido acetico (0,8 mol/L).
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As amostras de RVT, NP-RVT e NP-brancas em diferentes concentracoes (0,5 —
5,0 pg/mL) foram incubadas por 15 min juntamente com a solucdo de HOCI e tampéo
PB (50 mmol/L, pH 7,4). Em seguida, a solu¢do de TMB foi adicionada e incubada por
mais 5 min ao abrigo da luz, a 37°C. A leitura do produto de oxidagéo foi feita em
espectrofotbmetro a 652 nm, em tempos de 0, 24, 48, 72 h. Todas as anlises foram
realizadas em triplicata.

O estudo relacionado ao ICsp (concentragdo que apresenta 50% da capacidade
sequestrante total do ABTS™") também foi realizado. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software STATISTICA 7.0 (Stafsoft, Inc.). A avaliacdo foi por
ANOVA seguido do pos-teste de Tukey, com diferenca estatistica significativa de p <
0,05.

4.2.6 Avaliacdo da Atividade Citotdxica In Vitro

A toxicidade celular foi avaliada pelo método de MTT, descrito por DENIZOT e
LANG (1986), com algumas modificacdes. 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 pg/mL estreptomicina. Foram realizados repiques periodicos (2 x 10° células/mL)
até atingirem a densidade de confluéncia. Os repiques eram mantidos em estufa de CO:
nas seguintes condigdes: 37 °C em atmosfera Umida, contendo 5 % de CO2. As culturas
eram manipuladas sob fluxo laminar e com material previamente esterilizado. A
viabilidade celular foi analisada pelo método de exclusdo do Azul de Trypan 0,4% e

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

% Viabilidade = n Cfltmtasl 250 Clo rladas x 100 Equacao 6
n- total de celulas

Para o ensaio foram semeadas 1x10* células/mL, em placas de 96 pogos e
incubadas por 24 h, em estufa de CO», para adeséo das células. Apds esse periodo, 0 meio
foi removido e adicionado um novo meio contendo RVT livre e RVT nanoencapsulado,
separadamente. As concentracOes pré-determinadas do RVT foram de 62,5; 31,25; 15,62;
7,81; 3,9 e 1,95 pg/mL, os controles utilizados foram: apenas o meio, etanol e NP-

brancas. Os tempos de analise foram de 24, 48, 72 e 96 h.
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Ao término da incubacdo, o meio foi retirado e adicionado 50 pL de MTT
(Img/mL) ((brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolio) e incubados por
mais 3 h. Apos a incubacdo, o MTT foi retirado e adicionado 50 pL de etanol em cada
poco, para solubilizar completamente os cristais e, ap6s 5 min adicionou-se 150 uL de
tampdo PBS (pH = 7,4) e élcool isopropilico, na proporc¢do 1:2. As placas foram agitadas
e entdo as absorbancias das solucGes foram analisadas em 570 e 630 nm em
espectrofotbmetro de placas.

A viabilidade celular foi obtida através da Equacéo 7:

Abs Amostra Equacéo 7

% Viabilidade = Abs do controle x 100

O ensaio foi realizado em quadruplicata, sendo os resultados expressos em
percentual de viabilidade celular (média * desvio padrdo). Os resultados do ensaio de
citotoxicidade para o RVT livre, NP-RVT e NP-brancas, foram analisados e comparados
estatisticamente por ANOVA, com pos teste de Tukey. Diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtencdo de Nanoparticulas de Albumina contendo Resveratrol

A metodologia de coacervacdo foi utilizada para a obtencdo das NP-RVT, essa
técnica foi descrita como uma das primeiras técnicas de encapsulacao de substancias. O
processo de coacervacdo pode ser induzido por vérias estratégias capazes de precipitar o
polimero em diversas formas, destacando a mudanca de temperatura, modificacdo de pH,
adicdo de um sal ou de um polimero incompativel ou solvente incompativel, também
denominado de “ndo-solvente” (MARTY, 1977, STASSEN et al., 1994).

Na sintese das NP-RVT utilizou-se o etanol como ndo-solvente para a BSA, com
a finalidade de precipité-la e a0 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 solidificacdo BSA. A nova conformacéo estrutural da BSA ligada ao
RVT é estabelecida através das interagdes quimicas como forcas de Van Der Walls e
ligagbes de hidrogénio, formando entdo as NP-RVT (MERODIO et al.,, 2001,
ELZOGHBY etal., 2012).

Diante a metodologia proposta, foram realizadas modifica¢fes na técnica dando
origem a duas formulagdes. A formulacdo 1, denominada “Com incubac¢do”, onde o RVT
foi solubilizado em uma quantidade minima de etanol, em seguida, adicionado a solucéao
de BSA e incubado por uma hora, para entdo adicionar o etanol total (6 mL) e ocorrer o
processo de precipitacdo da BSA. A formulacdo 2, denominada de “Sem incubacéo”, o
RVT foi solubilizado no etanol total que foi adicionado na solu¢do de BSA (6 mL)
(MERODIO et al., 2001). A Tabela 1 mostra as principais caracteristicas das NP-RVT

das duas formulacgoes.

Tabela 1: Resultados do diametro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacéo das NP-RVT obtidas a partir da técnica de coacervagdo “com” e “sem” tempo de
incubacéo.

NP-RVT com incubacdo NP-RVT sem incubagdo

Diametro médio (nm) 175 + 6° 187 + 11°
indice de polidispers&o 0,13 +£0,01° 0,11 +£0,01°
Potencial Zeta (mV) -38 +1° 51 + 2°
Eficiéncia de encapsulagéo (%) 60 + 5° 27+ 7°

médias + desvio padrdo, letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferengas
desigualdade estatisticas (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 diferenca estatistica significativa entre as formulagoes,
para 0s seguintes parametros: o IP, potencial zeta e EE% e somente o didmetro médio
apresentou valores equivalentes. O IP fornece informacdes sobre a homogeneidade entre
os didmetros das particulas (AVADI et al., 2010). Ambas as formulagdes apresentaram
IP abaixo de 0,2, indicando uma estreita distribuicdo de tamanho entre as nanoparticulas.
O mesmo ocorreu para 0 potencial zeta, as formulacbes apresentaram potencial, em
modulo, distante da neutralidade (0 mV), sugerindo uma alta estabilidade fisico-quimica
da suspensdo coloidal (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A EE% praticamente duplicou com a insergéo do tempo de incubacdo, obtendo-
se uma maior encapsulacéo quando o RVT ja estava presente na solugdo de BSA, durante
0 processo de coacervacgdo. Sugere-se que a droga sob agitacao constante com o polimero,
por um tempo prolongado, pode levar a uma maior ocupacéo dos sitios de ligacdo da BSA
pelo RVT e, por conseguinte, as interagBes quimicas entre os mesmos. Diante os
resultados expostos, optou-se pela formulacdo 1, “com incubacéo ”, para a realizacdo dos
demais ensaios realizados nesse trabalho.

A modificacdo feita na metodologia, com a insercédo do tempo de incubacéo, antes
do processo de dessolvatacdo, 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 coacervacao, como alteracdes na ordem de
adicdo dos compostos e inclusdo de diferentes tempos de incubacdo. A melhor EE% foi
obtida com incubacdo de 1 h entre a droga com a BSA, seguidos dos processos de
coacervacao e reticulagdo, respectivamente. O mesmo ocorreu para as NP-RVT obtidas
no presente trabalho, tendo uma maior EE% quando o RVT permaneceu em solucdo com
a BSA por uma hora antes do processo de coacervacao.

O glutaraldeido foi utilizado como agente de reticulacdo, na menor concentracao
considerada necessaria para completa estabilizacdo da estrutura polimérica (WEBER et
al., 2000). A incorporacdo do glutaraldeido na cadeia polimérica é através da formacéo
das bases de Shiff (C=N), formadas pelas interacdes quimicas entre o aldeido do
glutaraldeido e os grupos aminos da BSA. In vivo, as bases de Shiff sdo reduzidas a C-N,
pois sofrem transformagdes no figado e no baco. E a molécula reduzida é estavel e
dificilmente retornard ao estado de aldeido (WEI, 2008). Contudo, as NP-RVT foram
purificadas através de lavagens e ultracentrifugagdes seriadas, para a retirada de todo o
glutaraldeido que ndo incorporou na cadeia polimérica, para que ndo houvesse vestigios

de glutaraldeido na forma livre presente na formulacéo.
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Apesar da toxicidade comprovada do glutaraldeido em seu estado puro, 0 mercado
oferece algumas opc¢bes de formulacdes que utilizam o glutaraldeido reticulado com
proteinas plasmaticas. Muitas ja estdo na avaliacao clinica de fase 111, como exemplos,
podemos citar o Hemopure, Hemolink e PolyHeme, que até 0 momento ndo apresentaram

nenhuma toxicidade aparente (WEI, 2008).

5.2 Caracterizacgado Fisico-Quimica
5.2.1 Diametro Médio da Particula e Indice de Polidispersao (IP)

Visualmente, as solugdes aquosas das NPs-brancas e NP-RVT apresentaram
coloracdo branca com turbidez consideravel, denotando um aspecto leitoso caracteristico
de NP de BSA. O sistema apresentou-se bem disperso, sem aglomeracGes detectaveis a
olho nu. Para a anélise, as amostras foram diluidas, a fim de evitar didmetros falsos,
maiores do que os reais, devido ao baixo movimento browniano que as NP apresentam
quando estdo concentradas. Logo, em maiores diluicdes 0 movimento das NP é maior,
levando ao célculo de um didmetro mais fidedigno (FINSY, JAEGER, 1991). Os
didmetros médios e o IP das NPs estdo representados na Tabela 2, decorrentes da média

e desvio padrdo de 10 amostras:

Tabela 2: Diametro médio e indice de polidispersdo de NP-brancas e NP-RVT.

Formulac6es Diametro médio indice de Polidispersdo
NP-RVT 175+ 6 0,13+0,01
NP-branca 211+6 0,10 £ 0,02

n = 10, média + desvio padrao.

As NP apresentaram didmetros nanométricos abaixo de 300 nm e o indice de
polidispersdo menor que 0,2, considerados ideais para NP carreadoras de farmacos
(AVADI, et al., 2010). Entretanto, houve a formacgéo de duas familias — sistema bimodal
— constituidas de uma familia principal, com tamanhos entre 150-230 nm e, uma familia

com didmetros abaixo dos 100 nm, responsavel por 4% das NPs formadas (Figura 7).
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Figura 7: Distribuicdo do didmetro médio de uma amostra representativa de
NP-RVT, média do didmetro médio de 176,2 nm e indice de polidispersdo de
0,108.
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O meétodo de preparo e a composicdo quali-quantitativa das NP sdo fatores
determinantes para diametro médio e o IP apresentado pelas NP. O esperado sdo NP com
diametros entre 100-300 nm e distribuicdo monomodal, com baixo IP entre 0 - 0,2
(SCHAFFAZICK et al., 2003; AVADI et al, 2010). Apesar da distribuicdo bimodal
apresentada, a familia de NPs com diametro 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 didmetros médios satisfatorios, dentro dos parametros
estabelecidos. As NP-brancas obtidas foram relativamente maiores, porém, com melhor
distribuicdo entre os diametros.

Resumidamente de acordo com a equacdo de Noyes-Whitney, tamanhos
nanomeétricos levam a um aumento da area superficial e, proporcionalmente, um aumento
na velocidade de dissolugdo. 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 diametro médio
pode ser considerado um importante parametro na avaliacdo da qualidade das NPs
(MULLER-GOYMANN, 2004).

WEBER et al. (2000) em seu estudo de otimizagdo do método de coacervagéo,

observou que solugdes de BSA em pHs alcalinos (9,0) apresentariam melhores diametros
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médios, com indice de polidispersdo menores e, consequentemente, sistemas
monodispersos. No presente estudo, optou-se por ndo 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, instavel, passivel de rapida degradacdo (ROBINSON et al., 2014). O
pH néo interferiu significativamente no diametro das NP-RVT obtidas, apresentando
diametro médio dentro do esperado.

GUO e colaboradores (2009), obtiveram NP-RVT com didmetros médios entre
400-500 nm, também produzidas pelo método de coacervacdo. As NP apresentaram
didmetros médios trés vezes maiores que as obtidas no presente trabalho. LI e
colaboradores (2012) também obtiveram NP-RVT, pela mesma técnica, apresentando
diametros médio em torno de 175 nm, equivalente ao diametro obtido no presente estudo.
Porém, ambos os trabalhos utilizaram pH alcalino (9,0) na metodologia, aumentando as
chances de degradagdes do RVT, comprometendo assim, a integridade da droga presente

no sistema nanoestruturado.

5.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)

O MEV permite observar a area superficial de uma particula e por meio do MEV-
FEG é possivel examinar as NPs em seu estado original, com grandes ampliacdes e
profundidade de foco (KALAB, 1993). As fotomicrografias obtidas estdo 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, ndo sendo possivel observar a
existéncia de poros pelos aumentos utilizados. O diametro médio observado a partir do
MEV-FEG foi menor do que 190 nm, com uma distribuicdo de tamanho relativamente
homogénea. Os valores sdo condizentes com os valores encontrados pela técnica de
espectroscopia de correlagdo de fotons (150-230 nm).

Sugere-se que a conformacéo apresentada pelas NP-RVT seja nanoesferas, pois
baseando-se na estrutura visualizada nas fotomicrografias e pelos componentes que
formam as NP, s&o parametros que tendem a formar NP com essa morfologia. Mas,
somente por técnicas como a de criofratura, podera se confirmar tal conformacéao

estrutural.

5.2.3 Potencial Zeta

O valor do potencial zeta das NP-brancas e NP-RVT foram avaliados e estdo

representados na Tabela 3.

Tabela 3: Potencial Zeta de NP-brancas e NP-RVT.

Formulac6es Potencial zeta (mV)
NP-RVT -38+1
NP-branca -42+2

n = 10, média * desvio padrdo

As NP-RVT e as NP-brancas apresentaram cargas superficiais negativas, nao
demonstrando diferenca consideravel entre ambas. Dessa maneira, pode-se afirmar que a
adicdo o RVT ndo alterou significativamente a carga superficial das nanoparticulas.

NP com cargas superficiais de +/- 30 mV, indicam uma alta estabilidade fisico-
quimica da suspencdo coloidal e com baixa tendéncia a agregacao, diante 0 pressuposto
de que grandes forgas repulsivas tendem a evitar colisbes ocasionais entre as NP (BEDE,
2000; MALVERN, 2004; SCHAFFAZICK et al., 2003). Sendo assim, o resultado obtido
pode ser considerado significativo, demonstrando uma baixa tendéncia de agregagédo
entre as NP-RVT.

A BSA isoladamente, apresenta uma distribuicdo 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 otimizacdo do método de
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coacervacao para sintese de NP de BSA, obtiveram NP com potencial zeta de -50 mV em
pH proximo 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 o0s

dados obtidos nesse trabalho, demonstrando alta carga negativa para NP de BSA.

5.2.4 Adaptacédo da Validacdo do Método Analitico para Quantificacdo do RVT por
CLAE

Para a quantificacdo do RVT por CLAE, primeiramente, foi realizado uma
adaptacdo da validacao analitica desenvolvida por LINDNER et al. (2013), para que a
quantificacdo do RVT estivesse dentro dos parametros analiticos ideais. Inicialmente, foi
realizado uma corrida cromatografica de uma amostra de RVT, para que houvesse a
deteccdo da droga pelo equipamento, conforme as condicdes estabelecidas por LINDNER
et al. (2013). A Figura 9 demonstra que houve a deteccdo do RVT no tempo de retencédo
de 7,24 min. O pico formado apresenta-se de forma estreita e simétrica, com alta

absorbéancia e sem ruidos na linha de base, considerado ideal para as anélises posteriores.

Figura 9: Cromatograma de uma amostra de RVT (100 pg/mL) solubilizada em
metanol:agua (50:50 v/v); fase movel metanol:agua (51:49 v/v), fluxo de 0,9 mL/min;
detecgdo no comprimento de onda de 306nm, volume de injegdo 20 pL. Absorbancia
(AU) em funcao do tempo (min).
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O método cromatografico foi avaliado quanto a especificidade, com o propoésito
de demonstrar a eficiéncia em detectar somente o0 RVT, sem a interferéncia de algum
outro componente da formulagdo, no mesmo tempo de retengdo do RVT (ANVISA,
2003). A analise foi realizada através da comparagdo 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 presenca do RVT através do pico formado; (B) cromatograma de uma amostra de
sobrenadante de NP-brancas, mostrando a auséncia da formagéo de picos.
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Comparando os cromatogramas, podemos afirmar que a quantificacdo do RVT €

fidedigna, pois ndo ha nenhum outro componente na formulagdo com o mesmo tempo de

retencdo do RVT. Entdo o método cromatografico pode ser considerado especifico para

a identificacdo e quantificacdo do RVT.

A linearidade também foi avaliada seguindo a Resolu¢do ANVISA RE n° 899 de

maio de 2003, que define a linearidade como a capacidade do método em gerar resultados

linearmente proporcionais a concentragcdo do analito, enquadrados na faixa analitica

especificada. A Figura 11 representa a curva analitica, a equacdo e o coeficiente de

correlacdo (r?), gerado a partir da equacdo. Os valores da equacdo constituem em: Y é a

area do pico e o C é a concentracdo da solucdo padrdo em pg/mL. O valor encontrado do

r2 (0,99973) estd muito proximo de 1, correspondendo ao preconizado pela ANVISA

(2003), indicando linearidade no intervalo proposto.
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Figura 11: Curva analitica do RVT solubilizado em metanol:agua (50:50, v/v). Fase
movel metanol:agua (51:49, v/v), fluxo de 0,9 mL/min; deteccao no comprimento de onda
de 306nm, volume de injecdo 20uL. Area X Concentracdo (png/mL),
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O limite de quantificacdo (LQ) e o limite de deteccdo (LD) foram calculados a
partir dos valores obtidos da curva analitica (Figura 10). O LQ pode ser definido como a
menor quantidade de analito presente em uma amostra, que pode ser quantificado com
precisdo e exatiddo sob condi¢bes experimentais estabelecidas. JA o LD é a menor
quantidade de analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada (ANVISA, 2003). O LD e o LQ foram 0,63 pg/mL e 1,93
pg/mL, respectivamente.

Os parametros avaliados para a quantificacdo do RVT estdo dentro do esperado,
demonstrando-se adequados para a quantificacdo 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 Determinacéo da Eficiéncia de Encapsulagao

A determinacdo da EE% foi pelo método indireto, ou seja, 0 RVT que ndo
encapsulou na matriz polimérica foi quantificado no sobrenadante das NP-RVT por
CLAE e, através de célculos matematicos, 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 ligagcdes de
hidrogénio e interacdes de Van Der Walls entre as hidroxilas do RVT e os grupamentos
hidrofilicos 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), alcancando EE%
em torno de 34%. Ambas as EE% condizem com a EE% obtida pela formulagdo 2 do
presente trabalho. Demonstrando assim, que a inclusdo do tempo de incubagdo na
metodologia de coacervacéo, trouxe resultados satisfatorios, tendo as NP-RVT uma maior

carga RVT (~59%), quando comparadas aos outros estudos citados.

5.2.6 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Os espectros de FTIR do RVT (A), da mistura fisica entre RVT e BSA (1:10 p/p)
(B), NP-branca (D) e NP-RVT (C) estdo representados na Figura 12.

O RVT apresentou as principais bandas pertencentes aos seus grupos quimicos,
como uma banda em 3268 cm™ referente ao estiramento O-H, as bandas 1589 e 1610 cm’
! correspondem ao estiramento C-C das duplas ligacdes do anel aromatico e, a banda
1385 cm, correspondente ao estiramento C-O. A conformacgdo trans do RVT foi
confirmada pela presenca da banda em 965 cm™ que caracteriza a ligagdo C=C dos
carbonos da olefinicos. Outra banda forte aparece em torno de 670 cm™, correspondente
a deformacdo angular C-H fora do plano do anel aromatico. 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 caracteristico da BSA,
apresentando suas principais bandas: 3300 cm™ encontra-se uma banda larga e intensa
referente ao estiramento O-H e as bandas 1654 cm™ (C=0), 1550 cm™ (N-H) e 1240 cm’
1 (C-N) caracteristicas da Amida I, Amida 11 e Amida IlI, respectivamente (LAM et al.,
2015; COATES, 2000).
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Figura 12: Espectros de infravermelho obtido por FTIR, em A) RVT; B) mistura fisica entre 0 RVT e a BSA (proporgdo 1:10); C) NP-RVT e D) NP-brancas
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BELLUSCI e colaboradores (2009), demonstraram que o espectro de FTIR da
BSA nédo sofre alteragdo significativas apds o processo de reticulagdo. Observando
somente uma intensificacdo nas bandas caracteristicas da BSA, sem a formacéo de novas
bandas ou a auséncia das ja existentes. Isso pode ser explicado, porque durante o processo
de reticulagéo ocorre a formacgdo de uma ligacdo C=N (bases de shiff), resultante da
ligacdo de grupos aminos da proteina com os grupos aldeidos do agente de reticulacdo. A
ligacdo C=N apresenta banda caracteristica em ~1648 cm™, como esta regido é muito
proxima a banda caracteristica do C=0O, as bandas acabam por ficar sobrepostas
(ROKHADE et al., 2007; COATES, 2000).

Para a realizacéo do espectro da mistura fisica, foi mantido a proporc¢éo utilizada
na obtencdo das NP-RVT e o espectro de FTIR apresentou sobreposicdo entre as
principais bandas que identificam ambas as substancias. No espectro de FTIR das NP-
RVT, também foi possivel observar sobreposicdes entre algumas bandas, mas também
uma intensificagdo na banda préximo a 3300 cm™ (OH) e a identificacio da banda em
670 cm™ pertencente a deformacdo angular C-H fora do plano do anel aromatico,
atribuidos entdo ao RVT presente nas NP-RVT.

De acordo com os resultados pode-se considerar que o processo de formacao das
NP-RVT ndo promoveu alteracdes nas estruturas quimicas dos componentes,
demonstrando que a interacdo polimero-farmaco ndo alterou os principais grupos

funcionais de cada material.

5.2.7 Difragéo de Raio X (DRX)

Os difratogramas referente ao RVT (A), NP-brancas (B) e NP-RVT (C) estdo
apresentados na Figura 13.

O difratograma pertencente ao RVT, apresenta intensos picos, entre 10° e 35°,
caracteristicos de substancias cristalinas. Esses resultados corroboram com os obtidos por
NAM e colaboradores (2005), onde 0 RVT apresenta organizacado estrutural consideravel,
como as substancias cristalinas. As NP-brancas exibiram estrutura totalmente amorfa,
isenta de picos. O mesmo perfil foi obtido pelas NP-RVT, com caracteristicas amorfa e
sem 0s picos cristalinos caracteristicos do RVT, demonstrando que o RVT esta

aleatoriamente disperso na forma amorfa.
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Figura 13: Difratogramas obtidos por DRX do (A)RVT, (B)NP-branca e (C)NP-RVT.
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A conformacdo amorfa proporciona moléculas dispostas aleatoriamente e,
portanto, necessita de um menor consumo de energia para separa-las. Da mesma maneira,
espera-se uma velocidade de dissolucdo mais rapida para o RVT encapsulado, com a nova
conformacéo influenciando diretamente na sua liberacdo e biodisponibilidade (RIEKES et
al, 2011).

5.2.8 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Andlise Termogravimétrica
Derivada (DTG)

As analises térmicas de DSC e DTG das amostras BSA (A), RVT (B), NP-branca
(C) e NP-RVT (D), estdo 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 desnaturacdo da proteina. Um segundo evento
endotérmico, com menor intensidade, ocorre na temperatura de 224,41°C. A
decomposicdo térmica da BSA inicia-se com o processo de deshaturacdo, com cerca de
3,15% de perda de massa e segue, progressivamente, até o final da analise com 72% de

perda.
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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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Na curva do DSC do RVT ocorre a formagdo de um pico endotérmico intenso em
267,54°C, caracteristico do processo de fusdo da droga (KIM et al., 2012; TROLLOPE
et al., 2014). A decomposicdo térmica do RVT € lenta, quando atinge temperatura de
fusdo, ocorre somente 1,8% de perda de massa e quando atinge temperatura de 444°C a
perda de massa alcancada é de 54%. A decomposicao térmica ocorre de forma espontanea
através do calor fornecido, e pode ser considerado o inicio da degradagdo do RVT.

As NP-brancas apresentaram termograma semelhante ao termograma da BSA
pura, porém houve um pequeno deslocamento no pico caracteristico da desnaturacdo da
BSA, com inicio em 59,25°C. Também ocorreu uma maior decomposi¢do téermica, com

perda de massa de 7,25%. Um segundo evento endotérmico ocorre na temperatura de
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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, ndo apareceu na curva do DSC das NP-brancas.
Acredita-se que 0s processos quimicos sofridos pela BSA durante o processo de obtencéo
das NP, culminaram em mudancas estruturais na BSA, influenciando diretamente no
perfil termoanalitico 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 proxima a 220°C,
caracteristico da BSA pura. Da mesma forma, pode-se verificar a auséncia do pico
endotérmico do RVT (~267°C), caracteristico do processo de fusdo da droga. Esse dado
ndo representa necessariamente uma incompatibilidade quimica entre a droga e a BSA,
caracterizando uma desestruturacdo do RVT, mas sim, a existéncia de uma forte interacdo
polimero-droga em funcéo do processo de formagao das NP-RVT. Também hé relatos na
literatura da auséncia de picos de fusdo de farmacos que se encontravam encapsulados
em matrizes poliméricas (MU, FENG, 2002)

No que se refere a decomposicao térmica das NP-RVT, foi observado uma menor
perda de massa das NP-RVT (65%) em relacdo a perda de massa observada para as NP-
brancas (71%). Esse fato também pode ser atribuido a presenca do RVT na estrutura

polimérica, retardando a decomposicao da NP-RVT.

5.2.9 Espectroscopia de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia foi realizada a fim de observar a
interacdo existente entre 0 RVT e a BSA na composi¢do das NP-RVT, avaliando
principalmente a capacidade de supressao do RVT sob a fluorescéncia da BSA. Para a
analise, foi fixado o A de emissdao da BSA (280 nm), todavia é possivel observar a emissao
de fluorescéncia da BSA e do RVT, em diferentes intensidades, devido as interacdes
existentes. Os espectros de fluorescéncia de todas as amostras estdo representados na
Figura 15 (A) e os comprimentos de onda, correspondentes a emissdo maxima de cada

amostra, estdo dispostas na Tabela 4.
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Figura 15: A) Espectros de fluorescéncia do RVT, BSA, mistura fisica (BSA/RVT 10:1),
NP-brancas e NP-RVT; B) Espectros de fluorescéncia de NP-brancas (50pug/mL) e NP-RVT
(50, 25 e 12,5 pg/mL). Todas as amostras foram solubilizadas em tampéo PBS (10mM, pH:
7,4) Aex: 280 nm e Aem: 300-500 nm.
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Tabela 4: Emissdo méxima da fluorescéncia da BSA, RVT, Mistura Fisica (BSA:RVT
10:1), NP-brancas, NP-RVT.

Amostras Emissdo Maxima (nm)
BSA 340
RVT 410
Mistura Fisica (BSA/RVT, 10/1) 370
NP-brancas 330
NP-RVT 420

A fluorescéncia do RVT é referente aos anéis aromaticos presentes na molécula e

a emissdo maxima observada para a droga € compativel com os relatados por outros



62

pesquisadores (LIANG et al., 2008). A BSA apresenta uma alta intensidade de
fluorescéncia e os grupamentos tirosina, fenilalanina e principalmente o triptofano, sdo
o0s responsaveis pela emissao de fluorescéncia da proteina. Dos trés fragmentos, a emisséo
dos residuos de triptofano da BSA (Trp-134 e Trp-212) sdo os mais significativos, com
cerca de 90% de emissdo total (NAVEENRAJ, ANANDAN, 2012; SULKOWSKA,
2002; HOLMBERG et al., 2005).

Na mistura fisica entre BSA e RVT (p/p) € possivel observar a interacdo existente
entre droga-proteina pela formagdo de um pico de emissdo extenso, englobando as
méaximas de emissdo de ambas as substancias. Também é possivel verificar uma reducgéo
na intensidade de fluorescéncia (IF), quando comparado a IF da BSA isolada,
demonstrando a capacidade do RVT em inibir a fluorescéncia da BSA. Os resultados séo
compativeis 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 fluorescéncia da
BSA através de interacGes quimicas, como ligacdes de hidrogénio e forcas de van der
Waals. Os autores relatam que as interagdes ocorrem, principalmente, entre hidroxilas do
RVT e os grupamentos vizinhos aos residuos de triptofano da BSA, formando um
complexo RVT-BSA. E ao receber energia de um féton, por exemplo, o complexo BSA-
RVT ndo é mais capaz de emitir luz.

O espectro de fluorescéncia das NP-brancas mostra uma intensa reducao na IF da
BSA. Acredita-se que a reducdo da IF, seja consequéncia da nova conformacéo estrutural
da BSA, adquirida pelos processos de dessolvatacao/reticulacdo na formagédo das NP-
brancas. A nova constituicdo estrutural pode ter interiorizado os residuos de triptofano,
dificultando a irradiacdo dos residuos aromaticos e, consequentemente, a excitacdo do
mesmo, diminuindo a intensidade de emissdo da fluorescéncia da molécula
(LAKOWICZ, 1999; FREIFELDER, 1976).

No espectro de fluorescéncia das NP-RVT ocorre a extingdo completa da emissao
de fluorescéncia da BSA. Conforme o ocorrido no espectro de fluorescéncia da mistura
fisica, a supressdo da fluorescéncia da BSA ocorre devido a formacao do complexo BSA-
RVT incapaz de emitir fluorescéncia (XIAO, et al., 2008; LI, et al., 2011).

A Figura 15 (B) exemplifica melhor o processo de supresséo de fluorescéncia da
BSA pela complexacdo com o RVT. Pode-se observar que os espetros de emissdo de
fluorescéncia das NP-RVT e NP-brancas, apresentam-se totalmente distintos entre si, e 0
RVT ¢é capaz de suprimir por completo a fluorescéncia da BSA, em todas as
concentracdes de NP-RVT analisadas.
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Diante aos resultados da anélise de espectroscopia de fluorescéncia, podemos
afirmar a interacdo existente entre a BSA e 0 RVT, na constituicdo estrutural das NP-
RVT, pelos seguintes eventos:

1) A emissdo de fluorescéncia do RVT com méxima de emissdo em 420 nm a

partir do espectro de fluorescéncia das NP-RVT,;

2) A capacidade do RVT inibir a fluorescéncia da BSA, formando um complexo

que suprimi totalmente sua emisséo da fluorescéncia da BSA;

3) E por fim, a disparidade entre os espectros de fluorescéncia das NP-brancas e

NP-RVT.

O conjunto de resultados encontrados pelas analises que compuseram a
caracterizacdo fisico-quimicas, corroboram entre si. Demonstrando que o processo de
nanoencapsulacdo ndo favoreceu nenhum tipo de modificacdo que descaracterizasse 0S
compostos que constituem as NP-RVT. Também comprovaram a existéncia de uma forte
interacdo entre 0 RVT e a BSA. Além, de certificar a formacdo de um sistema amorfo,
propriedade fisico-quimica considerada de suma importadncia para sistemas
nanoestruturados, pois influéncia diretamente na velocidade de liberacdo da droga e,
consequentemente, na biodisponibilidade (ATTAMA et al., 2006).

5.3 Liberacéo In Vitro

5.3.1 Determinacéo da Solubilidade do RVT

O estudo de liberacao in vitro determina a quantidade de farmaco liberado das NP
em um meio dissolutor, em funcdo do tempo. Mas para tal ensaio, é necessario a
manutencdo das condi¢des sink, a fim de que ndo ocorra a satura¢do do farmaco no meio
envolvente (KLOSE, et al., 2011). A condicdo sink é mantida quando durante toda a
analise, a concentracdo do farmaco ndo ultrapasse 10 a 15% da saturacdo maxima no meio
de dissolucdo. Desse modo, no decorrer da liberacdo do RVT através das NP-RVT, a
concentracdo do farmaco aumentard linearmente, sem influenciar o gradiente de
concentracdo (KUU, 1989; VASCONCELOQOS, et al.; 2007).

Em alguns casos, como quando o farmaco é praticamente insoltvel em agua ou
no meio dissolutor em estudo, sdo aplicadas estratégias para que a condigdo sink seja
alcancada ou mantida, tais como, adi¢do de um surfactante ao meio de dissolucéo ou
adicdo de solventes orgéanicos (SAARINEN-SAVOLAINEN et al., 1997; MANADAS,
2002).



64

Sabe-se que 0 RVT ¢ praticamente insoltvel em &gua (30 pug/mL) (FILIP et al.,
2003) e a solubilidade em tampéo PBS (pH 7,4) também é muito baixa, aproximadamente
13,6 pg/mL (HUNG et al., 2007). A dificuldade de dissolucdo da droga, prejudica o
estudo da liberacdo in vitro, pois o farmaco tende a ndo migra para o meio dissolutor.
Dessa maneira, diferentes meios dissolutores foram analisados, a fim de avaliar qual meio
0 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 tampao fosfato-salino (PBS, 10mM, pH:7,4) com os
surfactantes Tween 80 (1 e 5%) e PVA (1 e 5%).

Tampéo PBS + Tampéo PBS + Tampéo PBS + Tampéo PBS +
Tween 80 (1%) Tween 80 (5%) PVA (1%) PVA (5%)
1,24 +0,1° 1,25+0,1% 0,20 + 0,04° 0,45+0,2°

n = 3, media e desvio padrdo (mg/mL); a- sem diferenca estatistica significativa; b e c - diferenga
estatistica significativa (p < 0,05).

De acordo com as concentracdes 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 tampdo PBS (13,6 pg/mL), descrito na literatura. J& os
meios com Tween 80, a solubilidade do RVT foi maior, cerca de trés vezes mais soluvel
gue para 0s meios com PVA.

As concentragdes do Tween 80, 1% e 5%, quando comparadas, ndo apresentaram
diferencga estatistica significativa (p < 0,05) entre si. Dessa maneira, 0 aumento na
concentracdo do tensoativo ndo proporcionou uma maior solubilidade do RVT e a droga
alcancou solubilidade maxima com a adicao de apenas 1% do Tween 80.

Por tanto, o tampéo PBS (10mM, pH 7,4) com Tween 80 1% foi o escolhido como
0 meio dissolutor para o ensaio de liberagédo in vitro. A condicdo sink foi preservada
durante a analise, com a insercdo de apenas 10% da concentracdo maxima 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 Determinacao do Perfil de Liberagéo

O perfil de liberacéo in vitro do RVT a partir das NP-RVT em fungéo do tempo,
esta apresentado Figura 16.

Figura 16: Porcentual de liberacdo acumulativo do RVT a partir das NP-RVT em
tampé&o PBS (10 mM, pH=7,4) em funcéo do tempo (n = 3).
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De acordo com o gréafico, pode-se observar que houve uma pronunciada liberacéo
nas primeiras 8 h de experimento, com aproximadamente 15% do farmaco liberado das
NP-RVT, correspondente a 150 pg de RVT. Esse efeito, em que ocorre uma liberagdo
rapida de farmaco no inicio do ensaio, é conhecido como efeito burst e esta relacionado
a uma rapida liberacdo do farmaco que se encontra na adsorvido na superficie das NP
(HUANG, BRAZEL, 2001).

Apos essa rapida liberacdo, ao decorrer das horas observou-se que a velocidade
de liberagdo tornou-se mais lenta e prolongada, liberando somente 26 % (260 pg) de RVT
ao final de 144 h. Essa etapa mais lenta de liberacdo pode ser decorrente da dificuldade
do RVT em transpor as estruturas poliméricas, caracterizando em uma liberagéo bastante
gradual e sustentada. S&o muitos os fatores que podem atuar retardando a liberacéo,
acredita-se que o mais evidente seja a existéncia das fortes interacGes quimicas entre o
RVT e a BSA, desfavorecendo a liberagéo da droga para o meio dissolutor. Outro fator
que pode exercer influéncia no prolongamento da liberacdo é o excesso de enrijecimento

da rede polimérica durante o processo de reticulacdo com o glutaraldeido. O uso de
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concentragdes muito altas de agente reticulante pode dificultar a ruptura da rede
polimérica e, por conseguinte, a liberagcdo da droga.

LI e colaboradores (2012) utilizaram 0,25% de agente de reticulacéo,
glutaraldeido, no processo de formacdo de NP de BSA contendo RVT, pelo do método
de coacervagdo. Em seu estudo de liberacdo, obteve cerca de 80% de RVT liberado da
rede polimérica em 72 h, no meio dissolutor composto por tampao PBS (pH: 7,4).
Diferentemente, o presente trabalho utilizou glutaraldeido na concentracdo de 8%,
obtendo perfil de liberagdo mais lento que os obtidos por LI et al. (2012). Diante da
discrepancia entre os perfis de liberagdo encontrados, acredita-se que a concentragéo
utilizada do agente de reticulacdo possa influenciar diretamente na modulacédo do perfil
de liberacdo de farmacos através de NP, obtidas pela técnica de coacervacao.

THOTE e colaboradores (2005) também observaram que houve reducdo na
velocidade de liberagcdo quando o processo de reticulagdo era realizado, criando assim
uma barreira adicional a difusao do farmaco. Toda via, sob condigdes in vivo, onde o meio
fisioldgico sofre influéncia de inUmeros sistemas enzimaticos, espera-se uma quantidade
maior de droga liberada (GORNER et al., 1999).

5.3.3 Determinagéo da Cinética e do Mecanismo de Liberacao

Os resultados obtidos no ensaio de liberacéo in vitro foram aplicados em modelos
matematicos e, a partir dos coeficientes de determinacio (r?) e do critério de selecdo do
método (CSM) gerados, verificamos qual modelo cinético melhor corresponde ao
mecanismo de liberacdo do RVT através das NP. Os resultados obtidos estdo expostos na
Tabela 6:

Tabela 6: Anélise cinética de liberacdo do RVT a partir das NP-RVT em tampédo PBS
(10 mM, pH=7,4).

MODELO r’ CSM K (h™)
Ordem Zero 0,9621 -0,9266 0,2243
Primeira Ordem 0,9697 -0,8170 0,0027
*Segunda Ordem 0,9790 -0,1953 a: 0,0011 B: 0,0126
Higuchi 0,9621 -0,9267 0,1378

R2=coeficiente de correlacdo, CSM = critério de selecdo de modelo, k= constante de liberagdo



67

O modelo cinético que corresponde ao comportamento de liberagdo in vitro é o de
segunda ordem, ou também conhecido como biexponencial, onde a orientacdo da
liberacdo € regida por duas constantes cinéticas, a o, correspondente a velocidade de
dissolugdo réapida observada nas primeiras horas de ensaio e, a constante 3, que diz
respeito a etapa mais lenta de liberacdo (PEREIRA et al., 2006).
A liberacdo dos farmacos através de sistemas nanoparticulados depende de
diversos fatores, como: a) dessorcdo do farmaco da superficie das particulas; b) difuséo
do farmaco atraves da matriz das nanoesferas; c) difusdo através da parede polimérica das
nanocépsulas; d) erosdo da matriz polimérica; ou ainda e) a combinagdo dos processos de
difusdo e erosdo (SOPPIMATH, et al., 2001). E a partir do melhor compreendimento do
processo de liberagdo do farmaco in vitro, podemos presumir o comportamento de
liberagdo no meio bioldgico.
O modelo mateméatico 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 0 mecanismo de liberacdo de farmacos a partir de sistemas
esféricos, através de trés mecanismo (SIEPMANN, PEPPAS, 2001):
e Mecanismo Fickiano, ou transporte por difusdo através do polimero, quando
o valor de n encontrado é inferior a 0,43;

e Mecanismo ndo-Fickiano, ou transporte por erosdo do polimero, o valor n é
superior a 0,85; e,

e Transporte Anémalo: sendo esse regido pelos dois mecanismos associados,
difusdo e erosdo, o valor de n esta entre 0,43 e 0,85.

O expoente de liberagdo (n) gerado através da equacdo de Korsmeyer-Peppas foi
de 0,2273, correspondendo ao mecanismo Fickiano de liberacdo. Dessa maneira, 0
transporte do RVT através da rede polimérica € predominantemente por difusdo. E o
processo é movido por um gradiente de concentracdo, relacionado ao movimento
aleatério 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 liberagéo in vitro do RVT a partir das NP-RVT, em termos
tedricos, verificamos que ao final das 144 h ainda encontrava-se, aproximamente, 70%
do farmaco aprisionado, sendo liberado lentamente de forma continua e sustentada. In

vivo, isso poderia refletir em: a) Menores flutuac6es dos niveis plasmaticos da droga; b)
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reducdo da frequéncia de administracdo; c) reducdo no efeitos colaterais; alem de
cobertura terapéutica de duracao prolongada (DAS et al., 2005; ANSEL et al., 2007).

5.4 Ensaio de Estabilidade Fisico-quimica

O estudo da estabilidade fisico-quimica tem por finalidade fornecer evidéncias de
como a qualidade de um produto varia com o tempo sob influéncia dos fatores ambientais
como, temperatura, umidade, luz e ar atmosférico (LEITE, 2005). As condi¢des basicas
de armazenamento a serem testadas, em estudos de estabilidade, sdo estocagem em
diferentes temperaturas (ambiente, moderada e baixa) e atmosferas com variagcdo de
umidade relativa (ORIQUI, MORI, 2013).

Dessa maneira, 0s ambientes: temperatura ambiente, sob refrigeracdo e sob
congelamento foram estabelecidos para o acondicionamento das NP-RVT, por serem
considerados 0os mais comuns no armazenamento de farmacos e insumos farmacéuticos.
E a estabilidade fisico-quimica das NP-RVT foi determinada através da avaliacdo da
estabilidade das NP durante um periodo de tempo pré-determinado, sob as diferentes
condigdes de armazenamento.

Ap0s os primeiros 7 dias de acompanhamento, foi possivel observar que as NP-
RVT congeladas, com e sem crioprotetor, sofreram agregacao. Visualmente, foi possivel
observar a formacdo de sedimentos no fundo dos tubos de microcentrifugacdo e ao
homogeneizar as amostras formavam-se grumos. Os parametros de diametro médio e IP
corroboraram com o aspecto visualizado, com diametros maiores que 1000 nm e IP acima
de 0,5. Diante as caracteristicas observadas, foi possivel constatar que as NP-RVT
congeladas demonstraram instabilidade quando acondicionadas em refrigerador,
consideradas entdo, inadequadas para NP carreadoras de farmacos.

Os crioprotetores sdo empregados em processo de congelamento e liofilizagéo de
NP, para protegé-las durante o congelamento. A protecao é alcangada devido a formacao
de uma matriz amorfa ao redor das NP, promovendo um espagamento entre as mesmas,
evitando, assim, a agregacdo durante o congelamento, tornando-as passiveis de
ressuspensdo (KONAN et al., 2002). Geralmente, usa-se carboidratos como a glicose,
sacarose e 0 manitol (SAEZ et al., 2000) e a quantidade de crioprotetor adicionado varia
de uma formulagéo 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 adicdo do crioprotetor ndo foi capaz de impedir a agregacdo das NP-
RVT quando armazenadas em temperaturas negativas. Acredita-se que a concentragéo de
crioprotetor utilizado (5%) foi insuficiente, ndo sendo capaz de garantir protecdo as NP.
Por tanto, as NP-RVT mantidas sob congelamento foram consideradas instaveis e o
ambiente improprio para o acondicionamento das NP-RVT. As amostras congeladas ndo
foram mais avaliadas nas semanas subsequentes, por serem consideradas inapropriadas.

As NP-RVT armazenadas nos demais locais, sob refrigeracdo e temperatura
ambiente, foram analisadas semanalmente. Macroscopicamente, no decorrer do tempo,
as NP-RVT de ambos os armazenamentos, apresentavam-se idénticas, conservando as
caracteristicas iniciais, como: coloracdo branca e aspecto leitoso, visualmente bem
dispersas e sem formacdo de precipitados. Os parametros avaliados semanalmente,
didmetro médio e IP e também as analises de potencial zeta e teor de farmaco liberado,
estédo expostos nas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Figura 17: A) Didmetro médio das NP-RVT e B) indice de polidispersdo das NP-RVT
em funcdo do tempo, conservados em temperatura ambiente e sob refrigeracdo (2-8°C).
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n = 3, Média e desvio padréo.

A Figura 17 (A) mostra o grafico com as médias dos diametros médios das NP-
RVT, armazenadas em temperatura ambiente e sob refrigeracdo, durante 12 semanas.
Nota-se, que no decorrer das semanas as NP-RVT permaneceram na faixa de ~175 nm
nos dois locais de estocagem, ndo ocorrendo diferenca estatistica 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 estaveis durante todo periodo avaliado, sem indicios de
agregacao entre as NP.
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Figura 18: A) Potencial Zeta das NP-RVT e B) Teor de RVT liberado das NP-RVT em
funcdo do tempo, conservados em temperatura ambiental e sob refrigeracdo (2-8°C).
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n = 3, Média e desvio padrdo; a- sem diferenca estatistica; b- diferenca estatistica significativa
(p < 0,05).

O grafico (A) da Figura 18, mostra o potencial zeta das NP-RVT acondicionadas
em temperatura ambiente e sob refrigeracdo, ao longo das semanas. Inicialmente,
podemos observar que o potencial zeta oscilou no decorrer do tempo, com diferenca
estatisticas significativas (p < 0,05) entre a 3°, 7° e a partir da 9°semana, para as duas
condicGes de armazenamento. Apesar das diferencas estatisticas, todas as cargas
superficiais foram acima de -25 mV, considerado um alto potencial zeta, capaz de conferir
uma grande estabilidade das suspensdes coloidais (NEVES et al., 2013).

Alguns autores relataram oscilacGes entre os valores de potencial zeta, de uma
mesma particula, durante um prolongado periodo de andlises. Esse fendmeno foi
observado por GRILLO e colaboradores (2012) em suas NP de poli(g-caprolactone)
contendo atrazina, e também por OLIVERA et al. (2015) em NLS contendo atrazina e
simazina. Porém, os autores consideraram as NP estaveis, pois as oscilacdes
encontravam-se bem distantes da neutralidade.

O teor de farmaco liberado foi obtido através da leitura dos sobrenadantes
recolhidos semanalmente das NP-RVT e analisados por CLAE. Os percentuais de
decaimento da concentracdo do RVT, para ambos 0s ambientes, estdo contidos no grafico
(B) da Figura 18. As NP-RVT, mantidas sob refrigeracdo, 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
liberacdo do RVT, com cerca de 5% ao longo do tempo. O teor de farmaco liberado para
0s NP-RVT para os dois locais, refere-se ao RVT adsorvido na superficie das NP, que ao
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entrarem em contato com a agua, ocorre rapidamente a dessorcdo do RVT da superficie
das NP-RVT e este € liberado no meio aquoso.

Durante o tempo de armazenamento, as NP podem sofrer influéncia de diversos
fatores, e consequentemente, comprometer a estabilidade fisico-quimica das particulas.
Dessa forma, a limitacdo de uma estabilidade de curto prazo, reflete em dificuldades de
producdo, como transpor em grande escala, ou até mesmo a incerteza da permanéncia das
condicdes iniciais das NP (SCHAFFAZICK et al., 2003). O conjunto de resultados
obtidos pela avaliagdo dos principais parametros das NP, armazenadas em temperatura
ambiente e sob refrigeracdo, demonstra que ndo houve diferencas significativas entre os
dois locais de estocagem. Sendo assim, pode-se considerar seguro o acondicionamento
das NP-RVT em ambos os ambientes, por no maximo de 3 meses. Durante esse periodo,

as caracteristicas das NP-RVT sdo garantidas e a sua aplicabilidade segura.

5.5 Atividade Antioxidante In Vitro

Atualmente, sdo relatados inimeros 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, ndo 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 0s que mais assemelham-se aos processos in vivo, pois
um composto que exibe baixa AA in vitro, tenderd a exibir pouca atividade quando em
nivel sistémico (HALLIWELL, 1995).

Os ensaios antioxidantes in vitro, estabelecidos para avaliar a AA das NP-RVT
foram: inibicdo dos radical ABTS™ e do acido hipocloroso (HOCI). Essas analises sdo
colorimétricas, ou seja, elas avaliam a reacdo de transferéncia de elétrons, através da
mudanca de intensidade da cor (BENZIE, STRAIN, 1999). Além de tratar-se de métodos
rapidos, com alta simplicidade operacional e reprodutibilidade (APAK et al, 2007)
(Figura 19).
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Figura 19: A) Estabilizacao do radical ABTSe+ por um antioxidante (sem cor) e formagao do
radical a partir do perssulfato de potassio (coloracdo esverdeada); B) Representacdo da

oxidacdo do TMB pelo HOCI / OCI-.
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5.5.1 Captura do ABTS™

Diante das inumeras metodologias que avaliam a interagdo entre substancias
antioxidantes e os RL, é comum utilizar radicais-modelos, ou radicais ndo bioldgicos,
também capazes de avaliar o potencial antioxidante dos compostos. Entre esses, destaca-
se a capturado ABTS'™, que avalia a AA devido a sua semelhanca com o radical hidroxila
(HO", considerado um dos RL mais reativos no organismo, capaz de causar danos em
varias estruturas biolégicas (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 pg/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 inibicdo dose-dependente, ou seja, quanto maior era a
concentracdo da droga maior era a inibicdo do radical. Isso ficou bem evidente nas
concentracdes baixas da droga, pois em concentracGes acima de 3,0 ug/mL a AA foi
completa, com total captura do radical. GULCIN (2010) obteve resultados similares em
seu estudo da avaliacdo da AA do RVT. Outros autores, também avaliaram o potencial
antioxidante do RVT na captura do ABTS™ e ha consenso sobre a grande capacidade
antioxidante do RVT, atribuida principalmente as hidroxilas livres presentes na molécula
(SIMIC, JAVANOVIC, 1994).
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Tabela 7: Porcentagem de inibicdo do ABTS™ pelo RVT, NP-RVT e NP-branca em
concentragdes de 0,5 ,1, 2, 3, 4, 5 ug/mL nos tempos 0, 24, 48 e 72 h.

RVT NP-RVT NP-branca
Oh
0,5 ug/mL 41 £ 22 15+ 1° 12+ 0,5
1,0 ug/mL 68 + 0,82 17 +1° 15+1°
2,0 ug/mL 84 + 0,5 25+0,3° 18 +1°
3,0 ug/mL 98 + 0,4° 33+0,3 26+ 1°
4,0 ug/mL 99 + 0,42 42 +3° 31+0,7°
5,0 ug/mL 100 + 0,12 50 + 2° 32+2°
24 h
0,5 ug/mL 46 + 12 15 + 6° 17 +2°
1,0 ug/mL 75 +0,8° 22+ 2° 19+0,2°
2,0 ug/mL 96 + 0,4° 32+0,6° 25+ 2¢
3,0 ug/mL 98 + 0,4° 36+ 1° 30 + 2
4,0 ug/mL 99 + 0,22 42 + 2P 32+1°
5,0 ug/mL 100 + 0,22 50 + 2° 34+3°
48 h
0,5 ug/mL 40+ 32 13+ 2° 10 + 2°
1,0 ug/mL 63 + 2° 15+3° 11+0,3°
2,0 ug/mL 98 + 12 20+1° 15+ 1°
3,0 ug/mL 98+1,7° 27 +4° 17 £ 2°
4,0 ug/mL 99 + 0,32 39+ 7° 20 + 0,4°
5,0 ug/mL 100 + 0,12 51 +3° 33+ 2
72 h
0,5 ug/mL 31+2° 15+0,6° 14 + 2°
1,0 ug/mL 52 + 12 16 + 4° 14 +1°
2,0 ug/mL 79+0,7 18 + 2° 15+ 1°
3,0 ug/mL 94 + 0,3 25+ 3° 17 +1°
4,0 ug/mL 98 + 0,4° 40 + 3P 25+0,8°
5,0 ug/mL 99 + 0,32 49 + 5° 33+3°

n = 3, médias * desvio padréo. a, b: andlise estatistica ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <
0,05) por linha, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferencas
desigualdade estatisticas.

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 liberagédo in vitro (Figura 15), que demonstra que a taxa de
liberacdo do RVT a partir das NP-RVT foi lenta e gradual. Desse modo, a concentragdo
do RVT no meio reacional € 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 consideraveis,

atingindo capacidade antioxidante maxima de ~30%. O potencial antioxidante da BSA ¢
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atribuido, 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
concentracdes de 0,5 e 1,0 pg/mL, ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p
< 0,05). Acredita-se que em baixas concentragdes de NP-RVT, a AA seja provinda
integralmente da AA da BSA, pois a concentracdo do RVT é muito baixa, além da droga
encontra-se interiorizada na estrutura polimerica, desse modo, a expressao da AA do RVT

torna-se dificultada.

5.5.2 Inibigdo do Acido Hipocloroso (HOCI)

O HOCI é um potente agente oxidante, gerado pelos neutréfilos com finalidade
microbicida, sua producéo in vivo, ocorre através reacdo de ions cloretos com hidrdxido
de hidrogénio. Entretanto, sua producdo excessiva pode acarretar em danos em diversos
tecidos, decorrente da alta reatividade com moléculas bioldgicas (KLEBANOFF, 1980;
MIYAMOTO et al., 2006). A atividade antioxidante das amostras de RVT, NP-RVT e
NP-brancas (0,5-5,0 pg/mL) em tempos pré-determinados, foram avaliadas e 0s
resultados estdo apresentados na Tabela 8. Através da analise dos dados contidos na
tabela, em geral, o perfil de inibicdo do HOCI foi equivalente ao apresentado pelo ensaio
do ABTS™. A droga livre também obteve AA maxima em torno de 3,0 pg/mL,
demonstrando o alto poder antioxidante da droga. Porém, na inibicdo do HOCI nota-se
um maior potencial antioxidante exercido pelas amostras, principalmente para as NP-

RVT, que em concentracGes mais altas atingiu AA proxima a 70%.
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Tabela 8: Porcentagem de inibicdo do HOCI pelo RVT, NP-RVT e NP-branca em
concentragdes de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 ug/mL nos tempos 0, 24, 48 e 72 h.

RVT-Livre NP-RVT NP-branca
Oh
0,5 ug/mL 68 + 52 34£3° 19 +5¢
1,0 ug/mL 69 + 82 40 + 1° 22 + 4°
2,0 ug/mL 88 + 22 48 + 2° 33+2°
3,0 ug/mL 92+ 22 61 + 3P 35+ 3¢
4,0 ug/mL 96 + 12 66 + 2° 37+2°
5,0 ug/mL 98 +0,1° 73+ 2P 42 + 4°
24 h
0,5 ug/mL 37+5° 31+4° 16 + 6°
1,0 ug/mL 36 + 2° 35+3° 19 + 4°
2,0 ug/mL 90 + 22 45 + 5° 22 + 6°
3,0 ug/mL 96 + 32 5+ 4° 33+3°
4,0 ug/mL 99 +0,1° 56 + 2° 38+2°
5,0 ug/mL 100 + 0,12 65 + 3P 40 +5¢
48 h
0,5 ug/mL 53+ 32 36 + 4° 20 + 3¢
1,0 ug/mL 63 + 42 48 + 2P 25+ 2¢
2,0 ug/mL 89 + 42 51+3° 30 £ 4°
3,0 ug/mL 96 + 0,5 62 + 5P 38+2°
4,0 ug/mL 97 + 0,8 65 + 2P 40 * 4°
5,0 ug/mL 99 +0,5° 69 +0,8° 43 £ 4°
72 h
0,5 ug/mL 56 + 3° 28 + 3P 19 + 4°
1,0 ug/mL 66 + 32 47 £ 3P 20 + 2°
2,0 ug/mL 86 + 0,4 53+ 2° 28 + 3¢
3,0 ug/mL 99 + 0,12 65 + 1° 34 +2¢
4,0 ug/mL 99 +0,1° 65+ 0,8° 34 +0,6°
5,0 ug/mL 100 + 0,12 67 + 3P 45+ 1°

n = 3, médias + desvio padréo. a, b, c: analise estatistica ANOVA, com pos-teste de Tukey (p <
0,05) por linha, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras diferencas desigualdade
estatisticas .

O potencial antioxidante da BSA também foi evidente na reacdo de inibicdo do
HOCI, com AA em torno de 40%. O mecanismo antioxidante exercido pela BSA sobre o
HOCI deve-se, principalmente, pelas interacbes do HOCI com grupos funcionais das
cadeias laterais das proteinas. Alguns grupos quimicos, que sdo sitios de ligagao funcional
da proteina, podem ser desativados ao interagirem com o HOCI, como a interagdo com
0s grupos tidis livres e tioésteres, dos aminoacidos cisteina e metionina, respectivamente
(PATTISON, DAVIES, 2006). As reagbes com 0s grupamentos aminas, formam as

cloraminas, que também sao reativas com as estruturas bioldgicas, porém, é um oxidante
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mais suave com toxicidade variavel, dependendo da polaridade e da permeabilidade das
membranas. Os mecanismos de atuacdo das cloraminas ainda ndo estdo bem elucidados,
mas alguns autores relatam que elas possuem alvos moleculares diferentes dos HOCI
(BABIOR, 2000; ZGLICZYNSKI, 1971; VASCONCELOS, 2007, MIDWINTER et al.,
2006).

A Tabela 9 demonstra os valores de ICso para 0 RVT livre e nanoencapsulado
(NP-RVT) para a inibicdo do HOCI.

Tabela 9: 1Cso do resveratrol (livre e nanoencapsulado), através da inibicdo do acido
hipocloroso em tampéo fosfato salino (50 mM, pH 7.4) nos tempos 0, 24, 48, 72 horas
(A =734 nm).

Tempo (h) ICs0 RVT (pg/mL) ICs0 NP-RVT (ug/mL)
0 0,7+0,12 2+0,1°
24 1+0,12 3+0,1°
48 0,2 + 0,062 2+0,2°
72 0,1+ 0,052 2+0,1°

O valor calculado do ICso para 0 RVT livre, demonstrou ser bem menor do que o
valor do I1Cso das NP-RVT, pois, como discutido anteriormente, a liberacdo lenta do RVT
a partir das NP-RVT influencia diretamente no potencial antioxidante das NP. Da mesma
forma, ao analisar o ICsp versus tempo, apesar das variages aparentes, ndo se observa
uma reducéo significativa na AA das NP-RVT. Desse modo, acredita-se que a AA das
NP-RVT perdurard por um periodo prolongado, devido a gradual liberacdo do RVT,
mantendo a AA constante. MUNHOZ (2010) encontrou em seu estudo um ICso = 1,02
pg/mL para o RVT livre, corroborando com os valores encontrados no presente trabalho,
onde fica evidente a forte capacidade antioxidante do RVT mesmo em concentragdes
baixas.

Durante os processos infecciosos ocorre uma producao excessiva de HOCI e o
organismo humano ndo possui meios para elimina-los, dessa maneira, o controle desses
radicais in vivo torna-se de extrema importancia (ALLEN, 1994). As proteinas e 0s
lipidios s&o os principais alvos de ataques do HOCI; nas proteinas ele pode interagir com
grupos aminas e tidis dos aminoacidos produzindo cloraminas e cloreto de sulfonila; com
os lipidios, o HOCI liga-se as duplas C-C, dando origem a cloridrinas, necessarias no
processo de inducdo da peroxidacdo lipidica (ALLEN, 1994; WINTERBOURN,
KETTLE, 2000).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584900002045
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584900002045
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O HOCI também pode contribuir indiretamente nos processos oxidativos, através
da geracdo de outros ROS, como ao reagir, por exemplo, com o peroxido de oxigénio
dando origem ao oxigénio singleto (*O) altamente reativo com estruturas bioldgicas,
capaz de oxidar lipideos, proteinas, &cidos nucléicos e carboidratos (RONSEIN et al.
2006).

Em tais condicBes, a presenca de substancias farmacologicamente capazes de
antagonizar o HOCI pode ajudar a combater a injuria tecidual. Acredita-se que o sequestro
do HOCI por agentes farmacologicos, sO sera terapeuticamente significativo se, in vivo,
a reacdo com o HOCI for suficientemente rapida, capaz de proteger as moléculas-alvo,
biologicamente importantes, do ataque do HOCI. Sendo assim, o poder antioxidante da
droga em analise deve ser altamente eficiente na captura e neutralizacdo do HOCI
(HALLIWELL,1995; LAPENNA, CUCCURULLO, 1996). Dessa maneira, 0 RVT
apresentou-se como um promissor inibidor do HOCI, mostrando resultados in vitro
satisfatorios, capaz de inibir o HOCI em concentracfes baixissimas.

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 inespecifica no combate aos RL, ativando
outras vias capazes de aumentar a concentracao intracelular de enzimas importantes na
protecdo 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, 0s mecanismos antioxidantes da BSA estdo 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 inativacdo dos RL, sdo por meio de interacGes quimicas com os grupos sulfidrilas
e aminas presente na proteina, através de reacbes com o H>O2 e HOCI, respectivamente.
Sendo assim, no sistema NP-RVT como um todo, a BSA ndo possui somente funcao
estrutural e transportadora, caracteristico dos polimeros em sistemas nanoestruturados,
mas também propriedades funcionais importantes.

Ao avaliar a AA das NP-RVT in vitro, temos que inicialmente levar em
consideracdo a taxa de liberacdo da droga atraves 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 concentragdo de RVT no meio reacional é cerca de 5 vezes menor do
que o adicionado no ensaio. Ainda assim, as NP-RVT alcangcaram AA em torno de 50%

em concentragdes mais altas (conforme os dados da Tabela 9 e 10). Outra questao acerca
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da liberacdo, é de se tratar de uma liberacdo biexponencial, com uma liberacao rapida nas
primeiras horas, seguida de uma liberacdo mais lenta. Dessa maneira, 0 combate aos RL
pode ser constante, sem necessidade de altas doses e administracGes continuas das NP-
RVT, mantendo os niveis plasmaticos 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 concentracdes baixas apresenta AA relevante; b)
constante liberacdo da droga a partir das NP-RVT no meio bioldgico, diminuindo as
chances da droga sofrer metabolizacdo antes de atuar farmacologicamente; c¢) capacidade
antioxidante exercida pela BSA, atestando que a AA exercida pela NP-RVT é proveniente
da somatoria entre a AA RVT com a AA da BSA.

5.6 Atividade Citotoxica In Vitro

A avaliacdo da citotoxicidade é essencial na fase inicial do desenvolvimento de
farmacos, principalmente na avaliacdo de novos agentes antitumorais, uma vez que
permiti determinar o grau de apoptose das células tumorais, assim como as concentragdes
necessarias para atingir citotoxicidade considerdvel. A técnica empregando o MTT
(brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazélio) é uma das mais utilizadas
como indicadora colorimétrica da viabilidade celular avaliando-se a funcdo mitocondrial

das células .

Figura 20: Esquema da redugdo do MTT (cor amarelo) pelas redutases intracelulares
dando origem a formazana (cor roxa).
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O método baseia-se na redugdo do MTT e as reaces de reducdo s6 ocorrem
qguando redutase intracelulares estdo ativas, portanto, a conversdo é uma medida de

células vidveis, metabolicamente ativas (Figura 20). No processo de reducéo, o MTT (cor
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amarelo) transforma-se em formazana (cor azul). Assim, quando as células sadias sdo
expostas a algum agente citotoxico e sofrem apoptose, ndo corre a formacdo da
formazana, consequentemente, a intensidade de cor é proporcional a viabilidade celular
(DENIZOT e LANG, 1986; MOSMANN, 1983).

A atividade citotoxica in vitro do RVT livre e nanoencapsulado foi avaliada sobre
linhagem de células B16F10 (modelo de melanoma murino) em diversas concentracfes
e em tempos pré-determinados. Nas primeiras horas analisadas, 24 e 48 h, o RVT
apresentou atividade citotdxica consideravel, porém, as NP-RVT apresentam viabilidade
celular proximas & 100% em todas as concentragdes analisadas. 1sso ocorreu devido ao
perfil de liberacdo lento do RVT a partir das NP-RVT, desse modo, os dados obtidos ndo
foram expostos no presente estudo. Os controles do solvente (etanol) e as NP-brancas nao
afetaram significativamente a viabilidade celular, quando comparados com o meio
controle, permanecendo préximos a 100% em todos os tempos analisados. O perfil de
citotoxicidade do RVT livre e nanoencapsulado, nos tempos de 72 e 96 h, estdo contidos

no Figura 21.
Figura 21: Porcentagem de indice de sobrevivéncia das concentracdes de RVT livre e
encapsulado sobre B16F10, em a) 72 h e em b) 96 h.
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O RVT livre demonstrou um perfil citotoxico potente e dose-dependente, com
viabilidade celular abaixo de 10% em concentragdes acima de 31,2 pg/mL, para os dois
tempos analisados. O resultado obtido, corrobora os valores encontrados por outros
autores, com citotoxicidade consideravel em concentragdes de 30,0 pg/mL (RUAN et al.,
2011; SATOOKA, KUBO, 2012). AGGARWALL e colaboradores (2004) relatam que 0
mecanismo citotoxico do RVT deve-se, principalmente, a capacidade da droga

interromper o ciclo celular, induzindo as células a apoptose.
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As NP-RVT apresentaram potencial citotoxico menor, quando comparado ao da
droga livre, ao final das 96 horas, a viabilidade celular foi proxima a 75% na concentracao
mais altas (62,5 pg/mL) de NP-RVT. Também ndo é possivel observar diferencas
consideraveis entre os dois tempos analisados. Os resultados obtidos para a citotoxicidade
das NP-RVT corroboram com o perfil de liberacdo 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 concentragcdo de RVT envolvido no
meio reacional € menor do que a concentracdo adicionada. Toda via, a nivel sistémico o
mecanismo de liberacdo pode ser influenciado por outros sistemas, como por exemplo,
alguns sistemas enzimaticos, dessa forma, espera-se que in vivo a liberagdo do RVT seja
maior. A Figura 22 ilustra as culturas de B16F10 expostas aos controles, meio e etanol,
ao RVT livre e nanoencapsulado.

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 pL/mL) e d) NP-RVT (62,5
puL/mL).

As imagens sdo concordantes com os dados apresentados no grafico da Figura 19.
Onde, as células expostas ao RVT livre (C) apresentam poucas células viaveis,
decorrentes do grande efeito citotdxico da droga livre. Da mesma maneira, um potencial
citotoxico menor foi observado nas células expostas as NP-RVT (D), porém, quando
comparadas ao controle do meio (B), é possivel observar uma reducdo na viabilidade das

células.
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Os mecanismos antitumorais do RVT ja estdo bem elucidados na literatura. JANG
et al. (1997) relatou que o RVT era capaz de afetar diretamente os trés estagios da
carcinogénese: iniciacdo, promocdo. Desde entdo, novos trabalhos surgiram
demonstrando os possiveis 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 carcinogénicos, devido a captura de RL importante nos processos
mutagénicos; 2) inibicdo de varias enzimas indispensaveis na génese de tumores, como
quinases, cicloxigenases, ribonucleotideos redutases e DNA polimerases; 3) induz a
apoptose de algumas células tumorais, seja em parte pela inibicdo das DNA polimerase e
ribonucleotideo redutase ou pela inducdo da suspensdo do ciclo celular; e 4) atuar
indiretamente, ocasionando quimiossensibilizacdo das células tumorais, tornando-as
mais sensiveis a outros farmacos quimioterapéuticos (ATHAR et al., 2007;
SUBBARAMAIAH et al.,, 1998; STEWART et al., 2000; GUSMAN et al., 2001;
GATOUILLAT etal., 2010).

Estudos de citotoxicidade do RVT frente as diferentes linhagens celulares de
melanoma, tiveram resultados contraditérios. CALTAGIRONE e colaboradores (2000)
ao injetar o RVT por via intraperitoneal, inibiu o crescimento de células B16-BL6 de
melanoma extremamente metastatico em ratinhos. No entanto, ASENSI et al. (2002)
observou que o RVT, por via oral, ndo inibiu o crescimento de células melanoma B16M,
injetadas na pata de ratos. NILES et al. (2006) em seus dados, observaram que o RVT
ndo tem efeito significativo na reducdo do crescimento de um xenoenxerto de melanoma
humano A375 em ratos e que, em doses maiores, 0 RVT estimulava o crescimento das
células tumorais. Esses resultados para melanoma, demonstram que os efeitos do RVT
dependem da dose, da via de administracdo e também, do modelo de células analisado.

GATOUILLAT e colaboradores (2010) observaram que associando o RVT a
outras drogas antitumorais, como a doxorrubicina, 0 RVT aumentava a citotoxicidade
induzida pela doxorrubicina em melanoma B16 resistente a quimioterapia. O mecanismo
de quimissensibilizacdo foi através da diminuicdo da expressdo de ciclina D1, proteina
necessaria para a progressdo do ciclo celular da fase G1 para S. Geralmente, nos processos
carcinogénicos a expressao dessa proteina esta aumentada. Dessa forma, o tratamento
combinado com RVT foi associado a um aumento no blogueio 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

acdo citotoxica moderada. A juncdo dessas atividades, exaltam o RVT como uma droga
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promissora no tratamento antitumoral, pois o controle da carcinogénese ocorreria em duas
importantes vertentes. Primeiramente, no controle das mutacdes, devido a eliminagédo dos
RL e, consequentemente, menores chances de novos processos carcinogénicos. E
também, no apoptose das células tumorais, através dos efeitos citotoxicos exercidos pelo
RVT.

Apesar do sistema nanoestruturado liberar lentamente o RVT e,
consequentemente, influenciar na potencialidade das atividades in vitro. A estrutura
nanomeétrica torna-se interessante ao pensarmos em seus inumeros beneficios in vivo.
Acredita-se que em nivel sistémico, os problemas relacionados a administracdo do RVT
sejam contornados com a sua nanoencapsulacdo, como o aumento do seu tempo de meia
vida e, consequentemente, na sua biodisponibilidade. Da mesma forma, os tamanhos
nanométricos compde um importante pardmetro para sistemas de liberacdo de farmacos
antitumorais, pois 0s vasos sanguineos que permeiam os tecidos tumorais apresentam
fenestracBes de 300 a 700 nm (LEMBO & CAVALLLI, 2010). Por tanto, devido as NP-
RVT apresentarem tamanhos nanométricos menores que as fenestragdes, as mesmas
serdo capazes de adentrar os tumores e liberar o RVT no sitio de acdo pretendido.

As contracfes 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
ja comprovaram que o RVT ndo apresenta feitos hemoliticos em eritrocitos, em
concentracdes menores do que 100 pg/mL (JUNG et al., 2007). Dessa forma,
concentracfes maiores de NP-RVT ndo provocariam efeitos citotoxicos nas hemacias, e
inversamente, ocasionaria um maior efeito antioxidante e citotoxico, em células tumorais,
devido a maior liberacdo do RVT, levando-se em consideracdo o perfil citotoxico dose-
dependente do RVT.

As NP-RVT apresentaram propriedades satisfatorias, porém, é necessario e
imprescindivel estudar com maior profundidade o potencial NP-RVT, principalmente 0s
mecanismos de liberagdo in vivo e analise da biodisponibilidade da droga liberada a partir
das NP-RVT. Além da andlise de outros parametros importantes, como o estudo de
fotoestabilidade, para observar se ocorre protecdo do RVT ao ser incorporado nas NP,
garantido entdo que a molécula do RVT esta em sua forma estavel (trans), responsavel
pelos efeitos bioldgicos. E outros estudos complementares, incluindo ensaios para
sistemas de entrega parenteral, como esterilidade com controle de pirogénios, antes das
aplicagdes dos testes in vivo. Dessa maneira, seria possivel explorar melhor as inimeras

propriedades apresentadas pelo RVT.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos foram satisfatorios, pois:

v" As NP-RVT foram obtidas com éxito através do método de coacervacao. E a partir
da modificacdo na técnica, com insercdo de incubacéo entre a droga e o polimero, houve
uma maior encapsulacdo da droga, comparado a estudos similares;

v" As NP-RVT apresentaram eficiéncia de encapsulagdo satisfatdrias, com cerca de
60% de droga encapsulada, equivalente a 6 mg de RVT;

v' As analises fisico-quimicas mostraram que as nanoparticulas obtidas
apresentaram forma esférica e diametro médio reduzido, com indice de polidisperséo
baixo e carga superficial negativa. O conjunto das analises fisico-quimicas demonstraram
que as NP-RVT eram amorfas e que existe de uma forte interacdo entre 0 RVT e a BSA;

v" 0O ensaio de liberacdo in vitro indicaram que as nanoparticulas foram capazes de
prolongar a liberagdo do RVT, com uma cinética de liberacéo regida por duas constantes,
sendo liberado rapidamente no inicio, seguida de liberacéo lenta e sustentada.

v" Ao avaliar o melhor local para o acondicionamento das NP-RVT, foi possivel
observar que as nanoparticulas preservavam suas caracteristicas em temperatura ambiente
e sob refrigeracédo, durante o periodo de 90 dias, sem perder suas propriedades;

v As atividades antioxidantes das NP-RVT foram avaliadas diante a capacidade de
captura do radical ABTS™" e inibicédo do acido hipocloroso. Em ambos os ensaios, as NP-
RVT demonstraram atividade antioxidante consideraveis, com perfil dose-dependente,
sem decaimento da atividade antioxidante em 72 h.

v A avaliacdo da atividade citotoxica 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 liberacéo lenta do RVT através das NP-RVT.
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