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RESUMO

7

O resveratrol € um potente agente antioxidante, anti-inflamatorio,
anticancerigeno e quimiopreventivo. No entanto, é sensivel a algumas
condicOes externas e ambientais, tais como: ar, luz e enzimas oxidativas, que
podem reduzir a sua viabilidade e a sua biodisponibilidade para o uso clinico.
Com o propésito de se elaborar sistemas de liberagdo modificada, o objetivo
deste estudo foi a obtencdo de microparticulas baseadas em poliésteres,
contendo resveratrol, e a avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas, do
potencial antioxidante e do efeito sobre a hemodlise de eritrécitos humanos
desses materiais. As microparticulas de poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) e poli(s-caprolactona) (PCL) contendo resveratrol
foram preparadas com sucesso pelo método de emulséo simples/evaporacao
do solvente. Todas as formulagcbes mostraram valores de eficiéncia de
encapsulacdo adequados, superiores a 80%. As microparticulas de PHBV
revelaram formato esférico com superficie rugosa e presenca de poros. As
microparticulas de PCL apresentaram formato esférico com superficie lisa. Os
espectros de infravermelho com transformada de Fourier ndo demonstraram
nenhuma ligacdo quimica entre o resveratrol e polimeros apdés a
microencapsulacdo. As analises de difracdo de raio-X e de calorimetria
exploratéria diferencial indicaram que a microencapsulacdo conduziu a uma
amorfizacdo do farmaco. As microparticulas de PHBV e de PCL foram
efetivas no controle da liberacdo do resveratrol. Os perfis de dissolucdo
apresentaram o melhor ajuste para a equacao biexponencial. Os ensaios de
inibicdo do acido hipocloroso e de descolaracdo do radical catidnico 2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) confirmaram a manutencao da
atividade antioxidante do resveratrol presente nas microparticulas de PHBV e
de PCL, mas dependente da morfologia das microparticulas e do perfil de
dissolucédo. As microparticulas de PHBV e de PCL contendo resveratrol nao
apresentaram efeitos citotoxicos sobre os eritrocitos humanos. Esses
resultados sugerem que as microparticulas poliméricas elaboradas a partir do
PHBV e da PCL, contendo o farmaco, tém viabilidade como sistemas de
liberacdo controlada por via oral do resveratrol, sendo uma alternativa
interessante na prevencao de doencas cronicas.

Palavras-chave: resveratrol, microparticulas, antioxidante



ABSTRACT

Resveratrol is a potent antioxidant, anti-inflammatory, anticancer, and
chemoprotective agent. However, it is sensitive to some external agents such
as air, light and oxidative enzymes that can reduce its viability and
bioavailability for clinical use. In order to provide a controlled release, the aim
of this study was to obtain resveratrol-loaded polyester microparticles and to
evaluate their physicochemical properties, antioxidant potential and effect on
hemolysis of human erythrocytes. Microparticles of poly(3-hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyvalerate) (PHBV) and poly(e-caprolactone) (PCL) containing
resveratrol were successfully prepared by simple emulsion/solvent
evaporation. All formulations showed suitable encapsulation efficiency values
higher than 80%. PHBV microparticles revealed spherical shape with rough
surface and presence of pores. PCL microparticles were spherically shaped
with smooth surface. Fourier-transformed infrared spectra demonstrated no
chemical bond between resveratrol and polymers. X-ray powder diffraction
patterns and differential scanning calorimetry analyses indicated that
microencapsulation led to a drug amorphization. These PHBV/PCL
microparticles delayed the dissolution profile of resveratrol. Release profiles
were better fitted to biexponential equation. The hypochlorous acid scavenging
activity and 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical cation
decolorization assay confirmed that the antioxidant activity of resveratrol-
loaded into PHBV/PCL microparticles was kept, but was dependent on the
microparticle morphology and dissolution profile. Resveratrol-loaded
PHBV/PCL microparticles showed no cytotoxic effect on red blood cells.
These results support an experimental basis for the use of resveratrol-loaded
PHBV/PCL micropatrticles as a feasible oral drug delivery carrier for controlled
release of resveratrol, being an attractive alternative in chronic diseases
prevention.

Keywords: resveratrol, microparticles, antioxidant



1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo ocorre como um desequilibrio no balango entre
agentes pro-oxidantes e agentes antioxidantes e apresenta um potencial de
exercer efeitos deletérios (KARACAY et al., 2010). E considerado a principal
causa para o desenvolvimento de véarias doencas crbnicas, incluindo cancer,
diabetes, hipertenséo, doencas cardiovasculares e envelhecimento (PANDEY,
RIZVY, 2010). O anion superéxido (O,*"), o peroxido de hidrogénio (H2O,) e o
radical hidroxila (OHe¢) sdo algumas das espécies reativas de oxigénio (EROs)
(PREMKUMAR, BOWLUS, 2003). Os efeitos causados pelas EROs podem ser:
danos nas membranas celulares ou em outras estruturas lipidicas,
preferencialmente quando a peroxidacdo lipidica atua em acidos graxos
insaturados; modificacdo nas proteinas, alterando a estrutura terciaria e
provocando perda de funcao, fragmentacéo e ligacbes cruzadas; e alteragbes
no DNA, que podem ser reorganizadas pelos mecanismos de reparo ou podem
induzir a mutacdes (KARACAY et al., 2010).

Atualmente, existe um grande interesse pelo estudo de antioxidantes
devido, principalmente, as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no
organismo. O excesso de radicais livres pode ser combatido por antioxidantes
produzidos endogenamente ou absorvidos por meio da dieta (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006).

De acordo com Halliwell (1994), um antioxidante “é qualquer substancia
que, gquando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidacdo do
mesmo”.

Os antioxidantes produzidos pelo corpo humano agem enzimaticamente,
a exemplo de selénio-glutationa peroxidase (Se-GPx), catalase (CAT) e
superéxido dismutase (SOD;) ou, ndo enzimaticamente, como glutationa
(GSH), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), acido diidrolipoico e citocromo C redutase (CoQH;) (BARREIROS,
DAVID, DAVID, 2006). Aléem desses antioxidantes, o organismo utiliza aqueles
provenientes da dieta, como a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina
A), acido ascérbico (vitamina C) e ainda, outras substancias de natureza
fendlica (SCHENEIDER, OLIVEIRA, 2004).
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Os compostos polifendlicos, abundantes nas fontes nutricionais, podem
desempenhar um papel importante no sistema antioxidante. Dentre eles, o
resveratrol ou trans-3,5,4’-triidroxi-trans-estilbeno é uma fitoalexina fendlica
produzida por uma variedade de espécies vegetais em resposta ao estresse
exdgeno, ocasionado por les@es, infeccdes fungicas e radiacdo ultravioleta.
Esse ativo pode, particularmente, afetar o processo de carcinogénese em seus
trés estagios: iniciacdo, promocao e progressdo. Além disso, tem demonstrado
ser um supressor da angiogénese e da metastase de tumores. Exibe ampla
atividade farmacolégica, sendo usado por sua capacidade antioxidante, anti-
inflamatoria, analgésica, cardioprotetora, neuroprotetora, quimiopreventiva e
acdo antienvelhecimento (DAS, NG, 2009; LUCAS-ABELLAN et al., 2007;
BAUR et al., 2006; JANG et al.,1997).

Os possiveis mecanismos para esses diversos efeitos bioldgicos
envolvem a modulacdo do metabolismo lipidico, da agregacéo plaquetaria e da
resposta inflamatoria (SHI et al., 2007; NORATA et al., 2007; SHENOUDA et
al., 2004; JAROLIM et al., 2004; PACIFICI et al., 2004).

As propriedades do resveratrol sdo atribuidas a sua capacidade de inibir
a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade humana, enquanto que a
supressao da atividade da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e da 6xido nitrico sintase
induzida (iNOS) também contribui para os seus efeitos anti-inflamatério e
antioxidante (KING et al., 2006).

Apesar dos numerosos estudos sobre as propriedades in vitro das
substéancias polifendlicas, essas acdes, frequentemente, ndo sdo observadas in
vivo. A aparente discrepancia entre trabalhos in vitro e in vivo pode ser
parcialmente atribuida a baixa absorcdo e elevado metabolismo desses
compostos (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011).

No caso do resveratrol, sua utilizacdo € limitada por ser um composto
facilmente oxidavel e extremamente fotossensivel, sofrendo uma
transformacao induzida pela luz do isdmero trans (Z) para o isdbmero cis (E)
(PINEIRO, PALMA, BARROSO, 2006; TRELA et al., 1996). Essa instabilidade
frente a luz, ao ar e as enzimas oxidativas reduz a sua viabilidade e a sua
biodisponibilidade para o uso clinico (KIM et al., 2009).

Dessa forma, considerando a necessidade de otimizar o potencial

terapéutico do resveratrol, torna-se interessante o uso de mecanismos capazes
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de estabilizar esse fitoativo, preservando suas atividades biolégicas e
aumentando a sua biodisponibilidade.

Nesse sentido, o desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada
de farmacos, como lipossomas, nanoparticulas e microparticulas, pode ser
uma estratégia viavel e promissora.

Frente ao exposto, o proposito deste trabalho foi promover o
desenvolvimento e a avaliacdo de microparticulas poliméricas contendo

resveratrol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Promover a obtencéo, a caracterizacéo, a avaliacdo da liberacéo in vitro,
a determinacdo do potencial antioxidante e o estudo da citotoxicidade sobre

hemacias de sistemas poliméricos microparticulados contendo resveratrol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar a obtencéo de microparticulas poliméricas contendo resveratrol,
a partir dos poliésteres biodegradaveis, poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) e poli(e-caprolactona) (PCL);

o Proceder a determinacdo quantitativa do resveratrol incorporado nas
microparticulas poliméricas pelo método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, previamente validado, avaliando a eficiéncia de encapsulagédo do
farmaco;

o Efetuar a caracterizacdo dos sistemas poliméricos por meio de analises
morfoldgicas, espectroscopicas e térmicas;

o Estudar o mecanismo de liberacao in vitro do resveratrol, em condi¢cao
mimética ao trato intestinal;

o Quantificar a atividade antioxidante total do resveratrol presente nas
microparticulas por meio do ensaio de inibicdo do acido hipocloroso (HOCI) e
do radical catibnico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido sulfénico)
(ABTS*");

o Analisar a citotoxicidade dos sistemas poliméricos em estudo, utilizando

o teste de hemdlise in vitro de eritrécitos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 MICROPARTICULAS POLIMERICAS COMO SISTEMAS DE LIBERACAO
MODIFICADA DE FARMACOS

As tecnologias de liberagdo modificada de farmacos representam uma
das areas mais promissoras da ciéncia, com o objetivo de contribuir a saude
humana e animal, oferecendo diversas vantagens em relacdo as formas
farmacéuticas convencionais. Dessa forma, a investigacdo de sistemas de
liberacdo, que incluem a modulacdo do processo de dissolugao, a reducao da
toxicidade e o aumento da adesédo e da conveniéncia do paciente, torna-se de
extrema importancia (RESTANI et al., 2010). Além disso, essas estratégias
podem tornar os farmacos mais disponiveis em alvos especificos, para produzir
um melhor efeito terapéutico (EVANGELISTA, 2006).

O desenvolvimento dessas formas farmacéuticas, capazes de permitir a
otimizacdo da velocidade de liberacdo e do regime posologico, além de
promover o controle da liberacdo de ativos em sitios especificos, tem sido o
objetivo de diferentes pesquisas nos ultimos anos. Dentre o0s principais
materiais utilizados, incluem-se o0s lipossomas, as microparticulas e as
nanoparticulas (MAINARDES, 2007).

Neste contexto, as microparticulas poliméricas tém sido bastante
estudadas, pois sdo capazes de promover a liberacdo modificada de farmacos
a partir de uma ampla variedade de materiais poliméricos e de diversos
métodos de obtencdo (TRAN, BENOITA, VENIER-JULIENNEA, 2011).

A microencapsulacdo pode permitir a protecéo de farmacos sensiveis as
condicbes ambientais, a eliminacdo de incompatibilidades entre dois ou mais
ativos e o mascaramento do sabor desagradavel dessas substancias. As
microparticulas séo particularmente interessantes no desenvolvimento de
formas farmacéuticas de liberacdo modificada do tipo prolongada. Esses
materiais podem ampliar a biodisponibilidade de farmacos presentes em
medicamentos de liberacdo imediata e minimizar possiveis efeitos colaterais
(AHMAD et al., 2011; THOMPSON et al., 2007).
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O termo microparticula é resultante do tamanho dessas particulas que,
geralmente, revelam um didmetro médio entre 1 e 100 ym. Para a obtencéo de
microparticulas, é possivel utilizar diversos polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, que sdo capazes de liberar o farmaco por mecanismos de
difusdo e/ou de degradacdo (erosdo) do material polimérico (GARAY,
POCHEVILLE, MADARIAGA, 2010; KISSEL et al., 2006). Normalmente, as
microparticulas podem ser divididas em dois tipos de estruturas, as
microesferas e as microcapsulas (Figura 1).

As microesferas sdo caracterizadas como sistemas matriciais, nos quais
o farmaco esta homogeneamente disperso no material polimérico. As
microcdpsulas, no entanto, constituem sistemas reservatérios, nos quais é
possivel identificar microdominios diferenciados do farmaco, que pode ser
sélido ou liquido (SUAVE et al., 2006; KUMAR, 2000).

microcapsula microcapsula microcapsula microcapsula microesfera
com nucleo comnucleo com microdo- com microdo- com a mistura

sélido nédo-solido minios ou minios ou molecular da
nanodominios nanodominios matriz polimeé-
solidos nao-sélidos rica e do agente
encapsulado
dominio unico mistura molecular

Figura 1 — Modelos de estrutura das microparticulas (adaptado de BIRNBAUM,
BRANNON-PEPPAS, 2003)

O processo de microencapsulacdo, para ser considerado ideal, deve
apresentar como caracteristicas: rapidez, simplicidade, reprodutibilidade, baixo
custo, facilidade em transpor para a escala industrial, além de ser pouco
dependente das caracteristicas de solubilidade do farmaco e do material
encapsulante em questdo (GHARSALLAOUI et al.,, 2007; GIUNCHEDI,
CONTE, 1995).

Varios métodos tém sido descritos na literatura para a obtencdo de

microparticulas, permitindo uma adequagdo as caracteristicas fisico-quimicas
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dos diferentes farmacos. A escolha do procedimento mais efetivo na
encapsulacdo de um determinado farmaco depende, basicamente, da
hidrofilia/lipofilia do composto quimico em avaliagdo (OBEIDAT, 2009).

Um sistema polimérico para a liberacdo de farmacos por via oral pode
ser planejado e desenvolvido a partir de varias estratégias de processamento.
Para a elaboracdo de microesferas, o método de emulsdo e evaporagdo do
solvente tem sido frequentemente empregado, face a simplicidade dos
procedimentos envolvidos e a possibilidade de modulacdo das caracteristicas
fisicas e fisico-quimicas das particulas por meio da escolha dos componentes
da formulacdo e das condi¢bes de preparacdo (LI, ROUAUD, PONCELET,
2008). Nesse caso, o farmaco é dissolvido ou disperso em uma solucéo
organica volatil contendo o polimero. Essa fase organica € emulsionada em
uma fase aquosa, contendo um estabilizante da dispersdo. O solvente é
removido da fase interna pelo uso de calor, ou ainda, pela evaporagcdo em
temperatura ambiente, que pode ser acelerada pela aplicacdo de pressao
reduzida. As microesferas formadas sdo separadas por filtracdo ou
centrifugacdo, lavadas com solvente adequado e secas sob condi¢des
apropriadas ou liofilizadas (TRAN, BENOITA, VENIER-JULIENNEA, 2011;
OBEIDAT, 2009; JAIN, 2000).

Apesar da simplicidade das etapas, a formacdo de microesferas pode
ser influenciada por diversos fatores, destacando-se a agitacéo e a natureza do
estabilizante e dos solventes empregados na preparacdo. A capacidade de
solvatacdo do polimero e, preferencialmente, de dissolugdo do farmaco séo
caracteristicas desejaveis ao solvente da fase interna. Além desses aspectos, o
solvente deve ser imiscivel na fase continua e apresentar baixa faixa de
ebulicdo. A fim de garantir a formacdo das particulas e proporcionar uma
elevada taxa de encapsulacédo, o farmaco e o polimero também devem ter
baixa solubilidade na fase externa (HESLINGA, MASTRIA, ENIOLA-ADEFESO,
2009; LI, ROUAUD, PONCELET, 2008; WATTS, DAVIES, MELIA, 1990).

A eficiéncia de encapsulagdo é estimada como sendo a diferenca
percentual entre a concentracdo de farmaco inicialmente adicionado na
formulacdo e a concentracdo presente nas particulas. Dessa maneira, quando
0o método de emulsdo/evaporacdo do solvente € utilizado, a eficiéncia de

encapsulacao é fortemente influenciada pelo coeficiente de particdo do farmaco
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entre a fase interna e externa da emulsdo. Farmacos caracterizados por
apresentar baixa hidrofilia podem ser encapsulados com sucesso pela
formacdo de uma emulséo fase organica em fase aquosa (O/A). Entretanto,
quando farmacos com elevada hidrofilia sdo empregados, baixas taxas de
encapsulacdo tém sido observadas. Nesse caso, a encapsulacdo pode ser
realizada por meio da formacéo de uma emulséo inversa (A/O), na qual um
solvente polar contendo o farmaco e o polimero sdo emulsionados em uma
fase oleosa, como o 6leo mineral (LI, ROUAUD, PONCELET, 2008; SHUKLA,
PRICE, 1989). Para farmacos hidrofilicos, € possivel, ainda, a obtencédo de
uma emulsdo mdultipla (A/O/A), em que a fase aquosa contendo o farmaco é
dispersa em uma solucdo do polimero no solvente volatil, e essa emulsdo
resultante (A/O) €&, por sua vez, dispersa em uma segunda fase aquosa
(OBEIDAT, 2009; WATTS, DAVIES, MELIA 1990; OGAWA et al., 1988). O
método de secagem por aspersdao ou spray drying tem sido também
amplamente aplicado na formulacdo de sistemas microparticulados, pois
possibilita a encapsulacdo tanto de farmacos hidrofilicos, como de ativos
lipofilicos em emulsdo aquosa (GHARSALLAQUI et al., 2007).

Diferentes materiais poliméricos, com pequena ou nenhuma toxicidade,
podem ser empregados na obtencdo de microparticulas, nas quais a
substancia farmacologicamente ativa esta dispersa ou dissolvida (OLIVEIRA,
LIMA, 2006). Nesse contexto, o poli(metacrilato de metila), o poli(alcool
vinilico), a poliacrilamida, o polietilenoglicol, o poli(acido glicdlico) (PGA), o
poli(acido latico) (PLA), os copolimeros do acido latico e do acido glicolico
(PLGA) e a policaprolactona (PCL) tém sido os biomateriais considerados
classicos e mais comuns a formacdo de microparticulas contendo farmacos,
peptideos, proteinas e antigenos (CHAKRAPANI, 2006).

Outros materiais como proteinas (LU, ZHANG, YANG, 2003),
polissacarideos, (KATO, ONISHI, MACHIDA, 2003), lipideos (REITHMEIER,
HERRMANN, GOPFERICH, 2001) e a quitosana (SUAVE et al. 2006) tém sido

estudados na liberacdo controlada, embora com uma frequéncia menor.

3.1.1 Poli(hidroxibutirato) e Poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
Os poli-hidroxialcanoatos (PHAS) sao poliésteres provenientes de fontes

renovaveis, derivados de hidroxiacidos, ndo sendo produzidos por sintese
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guimica, mas biossinteticamente por bactérias, a partir de matérias-primas
naturais, como a cana-de-acUcar. Esses polimeros ficam reservados em
vacuolos no interior das bactérias para fornecimento de energia (ROA et al.
2010).

Os polimeros mais comuns do grupo dos PHAs, que tém sido utilizados
como sistemas de liberacdo modificada de farmacos, séo o poli(hidroxibutirato)
(PHB) e o copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) (Figura
2) (CHEN, 2009).

R @)

C|3H—CH2—|C|I—O R = metila = 3-hidroxibutirato (HB)

R = etila = 3-hidroxivalerato (HV)
n

Figura 2 — Estruturas quimicas do PHB e do PHBV

Além disso, o PHB apresenta inUmeras aplicacbes potenciais, como o
uso em membranas biocompativeis e em compdésitos com hidroxiapatita (ROA
et al. 2010). As estruturas quimicas do PHB e do PHBV sdo muito similares aos
polimeros sintéticos biodegradaveis mais usuais (PLA e PLGA), porém sédo
degradados em uma taxa, geralmente, mais lenta (AMASS, AMASS, TIGHE,
1998).

Devido a biocompatibilidade e as propriedades nao-téxicas, o PHBV tem
sido utilizado na preparacdo de microparticulas como sistemas de liberacao
modificada de farmacos (CHEN, 2009; FARAGO et al.,, 2008; ROSSI,
AZGHANI, OMRI, 2004). A degradacédo das microparticulas de PHBV depende
de alguns fatores como a massa molar do polimero e o grau de cristalinidade
do mesmo. Nesse aspecto, quanto maior a presenca de regides amorfas no

polimero, maior a sua capacidade de degradacédo (CHEN, DAVIS, 2002).

3.1.2 Poli(e-caprolactona)

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero sintético, biodegradavel e
biocompativel, pertencente a classe dos poliésteres alifaticos, de grande
interesse para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada de

farmacos. A PCL é um material semicristalino, que forma soluc¢des coloidais em
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uma grande variedade de solventes organicos, como cloroférmio,
diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno, tolueno, ciclohexanona e 2-
nitropropano a temperatura ambiente. Entretanto, tem uma baixa solubilidade
em acetona, acetato de etila, 2-butanona, dimetilformamida e acetonitrila e &
insolivel em alcool, éter de petroleo e éter etilico. A fusdo ocorre entre 59 e
64°C e sua transicéo vitrea (Tg), geralmente, esta entre — 70 e — 60°C. Sua
biocompatibilidade permite diversas aplicagbes no campo biomédico e na
industria farmacéutica (ROA et al., 2010; SINHA et al., 2004).

A PCL é capaz de sofrer degradacédo por meio de hidrélise das ligacdes
éster da cadeia polimérica, gerando como produto final do processo o acido
e-hidroxicaproico (Figura 3). Entretanto, a degradacdo da PCL € muito lenta
devido a sua elevada hidrofobicidade, o que dificulta a penetracdo de agua nas
cadeias poliméricas e, consequentemente, a ocorréncia dessa reacdo (NAIR,
LAURENCIN, 2007; SINHA et al., 2004).

9 0
(CH)s—C—0 - HO—(CH)5s—C—OH
hidrélise

n

Figura 3 — Representacdo esquematica do mecanismo de hidrélise da PCL
(MERKLI et al., 1998)

A lenta degradacdo da PCL em sistemas poliméricos de liberagédo
modificada de farmacos ndo gera um microambiente acido, como o produzido
pelos polimeros PLA e PLGA. Esse fato € uma vantagem da PCL no
desenvolvimento de microparticulas contendo proteinas, uma vez que essas
macromoléculas podem desnaturar em funcdo do pH e perder a sua atividade
bioldgica. Outras vantagens relacionadas a PCL, frente aos polimeros PLA e
PLGA, sdo o menor custo e a possibilidade de liberacdo de farmacos por um
periodo mais prolongado (AL HAUSHEY et al., 2007).

3.2 ASPECTOS BIOFARMACEUTICOS DO RESVERATROL

O resveratrol € um composto quimico que pertence a classe dos

estilbenos e consiste em dois anéis aromaticos unidos por um grupo vinila. A
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nomenclatura da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
para o resveratrol & 3,4’,5-triidroxi-estilbeno (Figura 1), embora seja também
conhecido como 3,4’,5-estilbenotriol. Sua férmula quimica € C;4H1,03 e sua
massa molar é 228,25 g.mol™ (LU et al., 2009). Existe como isdbmeros cis- e
trans-, mas o isémero trans tem maior atividade biol6gica, devido a presenca
do grupo 4’-hidroxiestirila. O resveratrol € uma fitoalexina fendlica natural,
produzido por uma variedade de espécies vegetativas em resposta a estresses
exdgenos, como lesdes, infecgdes fungicas ou radiacdo UV. E formado por
meio de uma reacdo de condensacdo entre trés moléculas de malonil-CoA e
uma molécula de 4-coumaroil-CoA, catalisada pela resveratrol sintase, que
também gera quatro moléculas de CO; (DAS, NG, HO, 2010).

CQC\O/OH

Figura 4 — Estrutura quimica do resveratrol

HO

HO

Vérios estudos tém comprovado os beneficios do resveratrol a saude.
Esse farmaco tem demonstrado propriedades quimiopreventivas, antioxidantes,
antiplaquetarias, antifangicas, anti-inflamatorias, analgésicas, cardioprotetoras
e neuroprotetoras (DAS, NG, 2009; RASTIJA, MEDIC-SARIC, 2009; LUCAS-
ABELLAN et al., 2007; BAUR, SINCLAIR, 2006).

Os possiveis mecanismos para essas diversas atividades biolégicas
envolvem a modulacdo do metabolismo lipidico, da agregacao plaquetaria e da
resposta inflamatéria (SHI et al., 2008; NORATA et al., 2007; JAROLIM et al.,
2004; PACIFICI, 2004; SHENOUDA et al., 2004).

O resveratrol age com efetor biolégico pleiotropico, que regula as trés
fases do processo da carcinogénese, 0 inicio, a promocéo e a progressao do
tumor. Uma vez absorvido, pode atuar por diferentes mecanismos, como a
inibicdo da ativacdo metabdlica de compostos carcinogénicos, o estimulo da
detoxificagdo de metabdlitos reativos, a prevencdo do DNA celular e a
supresséo da progressao do tumor (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011).
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Os efeitos anticarcinogénicos provocados pelo resveratrol também
parecem estar associados a sua atividade antioxidante, visto que ele tem
demonstrado inibir a ciclo-oxigenase (COX), a Oxido nitrico sintase induzida
(INOS), a hidroperoxidase, a proteina quinase C, a fosforilacdo da proteina de
linfomas da célula B (Bcl-2), a proteina quinase B (PKB ou Akt), a quinase de
adesao focal, o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), a metaloprotease
de matriz tipo 9 e os reguladores do ciclo celular (ATHAR et al., 2007). O
resveratrol também tem a capacidade de inibir a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade humana (LDL), por modular a atividade do metabolismo de
lipideos e de lipoproteinas. E capaz de suprimir a angiogénese e apresenta
atividade estrogénica, devido a sua semelhanca estrutural com o agente
estrogénico dietilestilbestrol (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011; KING, BOMSER,
MIN, 2006).

No entanto, a utilizacdo do resveratrol € limitada porque € um composto
facilmente oxidavel e extremamente fotossensivel, sofrendo uma
transformacao induzida pela luz (radiagéo ultravioleta) do isbmero trans para o
isdmero cis (PINEIRO, PALMA, BARROSO, 2006; TRELA, WATERHOUSE,
1996). Essa instabilidade frente & luz, ao ar e as enzimas oxidativas reduz a
sua viabilidade e a sua biodisponibilidade para o uso clinico (KIM et al., 2009).

Ambos os isébmeros tem propriedades antioxidantes e antiproliferativas.
No entanto, had também diferencas significativas entre eles. O trans-resveratrol,
ao contrario do isbmero cis, estimula a expressao do gene SIRT1, que conduz
a inducdo das vias de sinalizacdo SIRT-dependente. A presenca de sirtuinas,
enzimas que processam a desacetilase das histonas ou a atividade da mono-
ribosiltransferase nas células, diminui a taxa de envelhecimento replicativo,
contribuindo assim para diminuir a taxa de morte celular (WALLE et al., 2004).
A maior contribuicdo do resveratrol ocorre por protecao contra a apoptose, pelo
aumento da ativagcédo do sistema proteossomal e por estimular a expressao de
enzimas antioxidantes, bem como a inducdo de vias de sinalizacdo
intracelulares envolvidas no combate ao cancer. Todos esses efeitos
demonstram efetivamente a reducdo do envelhecimento de células normais e
da atividade de células que estdo envolvidas em processos patoldgicos, como

o desenvolvimento da malignidade, a hiperproliferacdo, a neoangiogénese, a
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disfuncdo endotelial e muitos outros sinais especificos de desequilibrio
metabdlico (OGANESYAN et al., 2010).

Apesar de numerosos estudos in vitro sobre as propriedades dos
compostos polifendlicos, seus efeitos, frequentemente, ndo sdo observados in
vivo (GOLDBERG, YAN, SOLEAS, 2003). Essa aparente discrepancia entre os
trabalhos in vitro e in vivo pode ser parcialmente atribuida a baixa absorcéo e
ao elevado metabolismo dessas substancias organicas (WILLIAMSON,
MANACH, 2005; WALLE et al., 2004). Ap6s a administracéo oral, na dose de
25 mg, a absorcéo do resveratrol demonstrou ser inferior a 70%. Entretanto, a
sua biodisponibilidade foi quase nula, uma vez que apenas uma quantidade
traco dessa molécula (menos que 5 ng.mL™), na forma inalterada, foi
encontrada no plasma (NEMEN, LEMOS-SENNA, 2011). A rapida conjugacéao
com sulfato no intestino e no figado foi responsavel pela reducdo da
biodisponibilidade oral e pela meia-vida inicial baixa (8—14 min) do resveratrol
(WENZEL, SOMOZA, 2005; WALLE et al., 2004). Outros fatores que limitam o
aproveitamento terapéutico do resveratrol incluem a sua baixa estabilidade
frente & oxidagcdo (PINEIRO et al., 2006), a reduzida solubilidade em meio
aquoso (13,6 pg.g™ em pH 7,4) (HUNG et al., 2007) e a sua lipofilicidade
(LOPEZ-NICOLAS et al., 2006).

Dessa forma, considerando a sua degradacdo elevada frente as
condicbes ambientais, a sua biodisponibilidade baixa e a sua meia-vida
biolégica curta, existe o interesse em adotar estratégias capazes de otimizar as
caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas desse ativo para preservar
as suas importantes atividades biolégicas na administracdo por via oral.

Nesse contexto, as formas farmacéuticas de liberacdo modificada
contendo o resveratrol podem ser alternativas viaveis e promissoras, com 0
propésito de assegurar a sua estabilizacdo, o aumento da sua
biodisponibilidade e as condigbes mais adequadas ao uso clinico. No entanto,
poucos estudos sobre a encapsulacdo do resveratrol estdo disponiveis na

literatura.
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3.3 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO O
RESVERATROL

Alguns trabalhos recentes, conduzidos a partir de diferentes materiais
tém demonstrado a viabilidade da encapsulacéo do resveratrol.

Lucas-Abellan et al. (2007) trabalharam com a formagéo de complexos
de inclusédo entre B-ciclodextrina ou di-O-a-maltosil-B-ciclodextrina e resveratrol.
A adicdo dessas ciclodextrinas no meio reacional demonstrou um efeito
inibitério sobre a oxidacao do resveratrol por lipo-oxigenases. Esse resultado
foi dependente da constante de complexacdo entre o ativo e a ciclodextrina
usada.

Das e Ng (2009) desenvolveram formulacdes para a liberacao retardada
de resveratrol, como granulos de calcio-pectina (Ca-pectina), para proteger o
ativo durante a sua passagem através do trato gastrointestinal (TGI) superior e
garantir a sua liberacdo na regidao do cdlon. Os granulos Ca-pectina foram
preparados variando seis parametros de formulacdo (pH, concentracdo do
agente de reticulacdo, tempo de reticulacdo, tempo de secagem, concentracao
de pectina e concentracdo de resveratrol). As particulas obtidas foram
submetidas a analise morfologica, a avaliacao da interagdo farmaco-polimero e
ao estudo de degradacdo enzimatica. Os granulos foram capazes de
encapsular uma quantidade muito elevada de resveratrol (acima de 97,5%).
Dependendo dos parametros de formulacéo, a liberacdo de resveratrol apés
10 h de incubag&o nos meios de dissolugéo foi entre 80 e 100%.

Kim et al. (2009) encapsularam o resveratrol em nanoparticulas de
poli(e-caprolactona), obtidas pelo método de emulsédo simples e evaporacao do
solvente. O tamanho médio dos materiais elaborados com diclorometano
(DCM) (523,5 £ 36,7 nm) foi maior do que o verificado com a mistura DCM-
etanol (494,5 £ 29,2 nm) e DCM-acetona (493,5 + 6,9 nm). A eficiéncia de
encapsulacdo empregando DCM como fase dispersa (78,3 + 7,7%) foi maior do
gue a obtida com misturas de solventes. Um aumento na massa molar da PCL
levou a um aumento na eficiéncia de encapsulacéo (de 78,3 £ 7,7 para 91,4 +
3,2%). O uso do copolimero em bloco do oxido de etileno e do oOxido de
propileno (Pluronic® F-127) produziu o menor tamanho médio das particulas.

Esses resultados demonstraram que o solvente da fase dispersa, a massa
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molar dos materiais poliméricos, o tipo de estabilizador da emulséo séo fatores
importantes que afetam as propriedades das nanoparticulas contendo
resveratrol.

Lu et al. (2009) realizaram estudos para a formacgéo de complexos de
inclusdo do antioxidante resveratrol com ciclodextrinas, B-ciclodextrina (3CD) e
hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD). A constante de estabilidade observada
para o sistema resveratrolHPBCD foi maior que para o sistema
resveratrol:BCD, sugerindo que a HPBCD possui uma habilidade de inclusao
mais elevada que a BCD. Segundo os pesquisadores, esse fato implica que a
cavidade da ciclodextrina modificada fornece um melhor microambiente para o
resveratrol. Isto provavelmente ocorre pois as substituicbes com o radical
hidroxipropila ampliam a abertura da BCD original e reduzem as ligacGes de
hidrogénio intramoleculares, permitindo o acesso da molécula hdspede a
cavidade da HPBCD mais facilmente.

Frozza et al. (2010), visando preservar a atividade biologica do ativo e
melhorar a sua biodisponibilidade cerebral, prepararam nanocépsulas de trans-
resveratrol com nucleo lipidico. A distribuicdo das nanocapsulas no tecido
cerebral foi avaliada a partir da administragdo por via intraperitoneal e por
gavagem em ratos saudaveis. As nanocapsulas apresentaram um diametro
médio de 241 nm, indice de polidispersidade de 0,2 e potencial zeta de
— 15 mV. As nanocapsulas demonstraram uma maior concentragdo de trans-
resveratrol no cérebro, figado e rim ap6s a administracédo, do que a observada
para o0 trans-resveratrol livre. Em resumo, nanocdpsulas de resveratrol
apresentaram alta eficiéncia de encapsulacdo, aumentaram a concentracao de
trans-resveratrol no tecido cerebral e a seguranca gastrointestinal foi
melhorada quando comparada com trans-resveratrol puro.

Oganesyan et al. (2010) desenvolveram estudos farmacocinéticos a
partir de nanoparticulas de resveratrol. Apos a administracao oral do resveratrol
puro em ratos, apenas 19% da dose foi verificada no sangue, enquanto que o
uso das nanoparticulas de resveratrol, obtidas a partir do Eudragit® RL e de
lecitina/quitosana, aumentou a biodisponibilidade para 39% e 61%,
respectivamente.

Peng et al. (2010) incorporaram o resveratrol em microesferas de

quitosana reticulada com vanilina para a liberagdo modificada e a estabilizac&o
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do farmaco. As microparticulas foram preparadas pelo método de emulséo, em
presenca do agente de reticulacdo. As microesferas apresentaram uma
superficie lisa com uma distribuicdo de tamanho entre 53 e 311 uym. A
eficiéncia de encapsulacao do resveratrol nas microesferas foi superior a 90%.
O resveratrol contido nos materiais microestruturados revelou uma maior
protecdo da luz e do calor em comparagcédo com o resveratrol puro.

Dessa forma, considerando o pequeno nimero de artigos que tratam da
liberacdo modificada do resveratrol, associado a possibilidade de reducéo da
sua degradacdo quimica e, principalmente, de melhoria das caracteristicas de

biodisponibilidade do farmaco, surge a perspectiva de instituir o uso de
microparticulas poliméricas de PHBV e de PCL voltadas a essa finalidade.
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MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Agitador mecanico (QUIMIS, modelo 235, Diadema, Brasil);

Analisador de umidade por infravermelho (BEL ENGINEERING, modelo
TOP RAY 160, Monza, Italia);

Balanca analitica de prato unico (CELTAC, modelo FA2104N, S&o
Paulo, Brasil);

Balanca termogravimétrica (SHIMADZU, modelo TGA-50, Quioto,
Japao);

Centrifuga para tubos (BIO ENG, modelo BE-4004, S&do Paulo, Brasil);
Cromatografo liquido de alta eficiéncia dotado de detector de ultravioleta
(WATERS, modelo 2695 Alliance, Milford, Estados Unidos);

Destilador de agua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sédo Paulo, Brasil);
Difratdmetro de raio-X (SHIMADZU, modelo XRD-6000, Quioto, Japéo);
Dissolutor de cubas (NOVA ETICA, modelo 299-6ATTS, Vargem Grande
Paulista, Brasil);

Espectrofotdmetro na regido do ultravioleta-visivel (THERMO FISHER
SCIENTIFIC, Genesys 10 UV Scanning, Madison, Estados Unidos);
Espectrometro de difracdo a laser (CILAS, modelo Cilas 920 L,
Marseille, Franca);

Espectrémetro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japéo);

Estufa (QUIMIS, modelo Q-136M4, Diadema, Brasil);

Leitor de microplacas (MOLECULAR DEVICES, modelo SpectraMax
190, Sunnyvale, USA);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Jap&o);
Microscopico eletronico de varredura (SHIMADZU, modelo SSX-550
Superscan, Quioto, Japao);

Placa de agitacdo e aquecimento (QUIMIS, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

Sistema de calorimetria exploratéria diferencial (SHIMADZU, modelo
DSC-60, Quioto, Japéo).
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4.2 REAGENTES E SOLVENTES

421

4.2.2

prévio.

4.2.3

Farmaco

Resveratrol (99,8 % de pureza, Pharma Nostra, Rio de Janeiro, Brasil).

Polimeros

Poli(alcool vinilico) (PVAI) (M,, 72.000 g.mol™, 88,5 mol% de hidrélise,
Vetec, Rio de Janeiro, Brasil);

Poli-e-caprolactona (PCL) (M,, 70.000 a 90.000 g.mol™, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA);

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) (M., = 380.000 g.mol™
8,70 mol% de hidroxivalerato, Biocycle® L 110, PHB Industrial, Serrana,

Brasil).

O farmaco e os polimeros foram empregados sem qualquer tratamento

Agua purificada

Para o desenvolvimento dos sistemas microparticulados foi utilizada

agua purificada pelo processo de destilacdo (H,O destilada), em equipamento
tipo Pilsen (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Sao Paulo, Brasil).

4.2.4

Outros reagentes e solventes

Acetonitrila grau HPLC (EMD CHEMICALS Inc., Darmstadt, Alemanha);
Acido acético grau HPLC (EMD CHEMICALS Inc., Darmstadt,
Alemanha);

Alcool etilico P.A. (EtOH) (99,8% de pureza, SYNTH, Diadema, Brasil);
Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (ALDRICH Co., St.
Louis, Estados Unidos);

Cloroférmio P.A. (HCCI3) (SYNTH, Diadema, Brasil);

Diclorometano (CH,Cl,) (HEXIS CIENTIFICA S/A, Indaiatuba, Brasil);
Fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (KH;PO,) (SYNTH,
Diadema, Brasil);
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» Hidroxido de sodio P.A. (NaOH) (BIOTEC ANADIOL, S&do José dos
Pinhais, Brasil);

= Metanol grau HPLC (EMD CHEMICALS Inc., Darmstadt, Alemanha);

= Monooletato de sorbitano etoxilado (polissorbato 80, Tween® 80,
DELAWARE, Porto Alegre, Brasil).

Os solventes orgéanicos apresentaram grau analitico e foram usados sem

tratamento prévio.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A pesquisa iniciou com a obtencdo das microparticulas poliméricas
contendo resveratrol, a partir dos poliésteres biodegradaveis, poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(e-caprolactona) (PCL). Para
a determinacdo quantitativa do resveratrol incorporado nas microparticulas
poliméricas foi utilizado o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
previamente validado, avaliando a eficiéncia de encapsulacdo do farmaco. A
validacdo foi realizada para os parametros de linearidade, repetitividade,
precisdo intermediaria, exatiddo e robustez. Os sistemas microparticulados
foram caracterizados por meio de estudos morfoldgicos, espectroscépicos e
térmicos. O mecanismo de liberacdo in vitro do resveratrol, em condi¢bes
mimeéticas ao trato intestinal, foi estudado a partir do ensaio de dissolu¢céo e os
perfis de liberacdo foram avaliados por modelos dependentes e independentes.
A atividade antioxidante total do resveratrol presente nas microparticulas foi
determinada pelo ensaio de inativagdo do acido hipocloroso (HOCI) e por meio
do radical catibnico 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido sulfénico)
(ABTS-"). A avaliacéo da citotoxicidade dos sistemas poliméricos em estudo foi
conduzida por meio do teste celular in vitro de hemolise.

As etapas descritas estdo esquematizadas no fluxograma da Figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma das etapas da pesquisa
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4.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.4.1 Obtencao das microparticulas poliméricas

As microparticulas foram obtidas a partir do poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) ou da poli-e-caprolactona (PCL). Os sistemas foram
denominados M1 (microparticulas formuladas com o PHBV) e M2
(microparticulas preparadas com a PCL). Esses materiais foram obtidos em
concentracdes tedricas de 0, 5, 10 e 20% de resveratrol na composicao (RO,
R5, R10 e R20, respectivamente).

As microparticulas que compdem os sistemas M1 e M2 foram
elaboradas pelo método de emulsdo simples e evaporacdo do solvente

organico (LI et al., 2008), a partir das formula¢des indicadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo das formulacBes de microparticulas poliméricas

contendo resveratrol

Formulacéao
Composicéao RO R5 R10 R20
Fase aquosa
Polisorbato 80 (g) 0,25 0,25 0,25 0,25
PVAI (g) 4,00 4,00 4,00 4,00
H,O destilada (mL) 200,0 200,0 200,0 200,0
Fase organica
Resveratrol (g) — 0,10 0,20 0,40
PHBV (sistema M1) ou
PCL (sistema M2) () 2,00 1,90 1,80 1,60
Cloroformio (sistema M1) ou 40.0 40.0 40,0 40,0

Diclorometano (sistema M2) (mL)

De forma sintética, o resveratrol foi dissolvido no solvente organico
apropriado (sistema M1: cloroférmio; sistema M2: diclorometano) contendo o
polimero (PHBV ou PCL). A fase organica foi adicionada a fase aquosa, sob
agitacdo mecanica (5.000 rev.min™*) por 5 min. A emuls&o formada foi mantida
em agitacdo mecanica (800 rev.min™'), & temperatura ambiente, durante 4 h
(Figura 6).
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Figura 6 — Esquema de formacdo das microparticulas poliméricas contendo

resveratrol pelo método de emulséo simples/evaporacao do solvente

Transcorrido o tempo para a evaporagdo do solvente organico, as
microparticulas foram separadas por centrifugacéo (2.500 rev.min™, 10 min) e
lavadas, por 2 vezes, com agua purificada. Os produtos obtidos foram secos
em estufa a 35 £ 2 °C. As microparticulas foram armazenadas na temperatura
ambiente.

Todas as formulagbes foram desenvolvidas em triplicata, sendo que as
microparticulas denominadas M1R0O e M2R0 foram elaboradas na auséncia do

farmaco, como controle negativo.
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4.4.1.1 Misturas fisicas

Misturas fisicas entre os polimeros utilizados e o resveratrol foram
preparadas para uma caracterizagdo comparativa dos  sistemas
microparticulados em estudo. Foram elaboradas misturas fisicas na proporcéo,

em massa, de 1:5 (resveratrol:polimero) (20%) para os sistemas M1 e M2.

4.4.2 Rendimento

O rendimento das formulacdes do sistema M1 e M2 foi calculado pela
razao entre a massa obtida ap0s a preparacdo das microparticulas pela soma
das massas do PHBV ou da PCL, do resveratrol e do tensoativo polissorbato
80 (Tween® 80), excluindo os demais componentes, conforme apresentado na

Equacéo 1.

a massa microparticulas
massa ( polimero + resveratrol +Tween® 80)

x100 (Equacéo 1)

4.4.3 Determinagéo do teor de umidade

O contetdo de &gua presente no resveratrol, no PHBV, na PCL e nas
microparticulas dos sistemas M1 e M2 foi avaliada no analisador de umidade
por infravermelho (TOP RAY 160, Bel engineering). Previamente, a
termobalanca foi calibrada, conforme as indicacfes do fabricante.

Para cada amostra, uma massa exata, de aproximadamente 1 g, foi
colocada em um prato de aluminio e mantida em aquecimento a 105°C,
durante um periodo de tempo variavel, até massa constante. O valor em
porcentagem referente a perda de massa foi calculado como sendo o teor de

umidade da amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.4.4 Determinacdo do resveratrol incorporado nas microparticulas

A concentragdo de farmaco incorporado nas microparticulas (mg.g™) foi
determinada para os sistemas M1 e M2, a partir dos ensaios de quantificacdo
desenvolvidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em
equipamento Waters 2695 Alliance dotado de detector na regido do ultravioleta,

conforme os parametros estabelecidos na Tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros cromatograficos utilizados para a quantificacdo do

resveratrol por CLAE

Caracteristicas Descricao

Deteccao UV (A = 306 nm)

Fluxo 1,0 mL.min™?

Coluna Xterra Waters C18 250 X 4,6 mm, 5 ym

acido acético:agua:acetonitrila:metanol
(0,2:2,3:22,5:75)
Volume de injecao 20 uL

Fase movel

Previamente, o método passou pelo processo de validacdo analitica,

conforme descrito a seguir.

4.4.4.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo do resveratrol
presente nas microparticulas

A validacdo do método analitico por CLAE foi realizada segundo o0s
critérios propostos pelo ICH (International Conference on Harmonization of
thechnical requirements for registration of pharmaceuticals for human use)
(1996) e resolucao R.E. 899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003).

Os parametros avaliados foram linearidade, limite de deteccéo, limite de
quantificacdo, repetibilidade, precisao intermediaria, exatidédo e robustez, sendo
os ensaios efetuados por CLAE em sistema Waters 2695 Alliance dotado de
detector de ultravioleta, no comprimento de onda de 306 nm (SAPINO et al.,
2009) para os sistemas M1 e M2. Os dados foram analisados pelo software
Empower chromatography.

Para o estudo da linearidade, foram elaboradas trés curvas analiticas,
com seis niveis de concentracdo (10, 20, 25, 30, 40 e 50 ug.mL™), utilizando
etanol como solvente. A equacédo da reta e o coeficiente de correlacéo (r) foram
determinados. Os limites de detecc¢do e de quantificagdo foram calculados, por
meio da relacdo entre o desvio padréo da curva analitica e a sua inclinacao,
usando os fatores multiplicadores sugeridos pela norma ICH (1996), conforme

demonstrado nas Equacdes 2 e 3.

_ 33xDP
B

LD (Equacao 2)
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_ 10xDP

LQ 3

(Equacéo 3)

Sendo, LD, o limite de deteccao; LQ, o limite de quantificacdo; DP, o
desvio padréo da curva analitica; e B, o coeficiente angular.

Para avaliar a repetibilidade, trés concentracdes diferentes (10, 30 e
50 pg.mL™Y) foram analisadas em triplicata, totalizando nove determinacdes,
sendo o resultado expresso em termos de desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variagdo percentual (CV%) intra-dia.

A precisdo intermediaria foi avaliada por meio da comparacao entre as
determinacées de uma mesma concentracdo (30 pg.mL™), em triplicata, mas
realizadas em trés dias consecutivos, calculando-se posteriormente o DPR ou
CV% inter-dia.

A exatiddo foi determinada por meio do método de recuperacdo. Para
isso, foi adicionada uma quantidade conhecida de farmaco (2 pg.mL™) a
solugdo-amostra, resultando nas concentracdes de 12, 32 e 52 ug.mL™. As
solugdes foram elaboradas em triplicata e os resultados foram expressos como
porcentagem de recuperacao.

Para a avaliacdo da robustez, as concentragées de 10, 30 e 50 ug.mL™
foram submetidas a diferentes condicdes de fluxo da fase movel, de
temperatura e de coluna cromatografica e avaliadas em triplicata.

O fluxo foi modificado de 1 mL.min™* para 0,9 mL.min™ . A temperatura
foi alterada de 25°C para 35 e 40°C. A coluna cromatografica Waters XTerra
C18 (250 X 4,6 mm, 5 ym) foi trocada pela coluna similar Vertical VertiSep GES
C18 (250 X 4,6 mm, 5 ym). Os resultados de cada parametro foram analisados
por meio do DPR e comparados com os valores obtidos para a condi¢cdo
padrao.

As solucbes-amostra utilizadas para a avaliacdo da repetibilidade,
precisdo intermediaria, exatiddo e robustez foram preparadas a partir da
formulagdo M1R10, quando da validagdo do método analitico para o sistema
M1 e da formulagcdo M2R10, quando da analise de validade do método
analitico para o sistema M2.
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4.4.4.2 Determinacdo do resveratrol incorporado nas microparticulas dos
Sistemas M1 e M2

Resumidamente, foi pesada uma massa exata de microparticulas,
equivalente a 20 mg de resveratrol. Esse material foi disperso em 7 mL de
etanol e mantido por 12 h, em agitacdo magnética (1000 rev.min™). O volume
foi completado, em baldo volumétrico, com 0o mesmo solvente, até 10 mL e
filtrado por membrana de poli(fluoreto de vinilideno) (Durapore®, filtro hidrofilico,
0,22 ym de abertura dos poros, Millipore). Em seguida, o filtrado foi diluido em
etanol e a concentracdo do farmaco foi determinada por CLAE em 306 nm. O
doseamento foi realizado em triplicata, frente ao método analitico previamente

validado na faixa de 10 a 50 pyg.mL™.

4.4.4.3 Eficiéncia de encapsulacéo

Considerando os resultados obtidos na quantificacdo do resveratrol, a
eficiéncia de encapsulacdo (%) foi calculada a partir da diferenca entre a
massa de farmaco inicialmente adicionado em cada formulacdo e a massa
presente nas microparticulas (LI, ROUAUD, PONCELET, 2008), conforme
demonstrado na Equagéo 4.

massa do resveratrol nas microparticulas
massa inicial (tedrica) do resveratrol

Eficiéncia de encapsulagéo = x100

(Equacéo 4)

4.4.5 Caracterizagcdo dos sistemas poliméricos microparticulados
4.4.5.1 Analises morfoldgicas e de superficie

A avaliacdo morfolégica e de superficie das microparticulas,
pertencentes aos sistemas M1 e M2, foi realizada no microscopico eletrénico
de varredura SSX-550 Superscan (Shimadzu Co.). As microparticulas foram
levadas a estufa a vacuo TE 395 (Tecnal) e fixadas em suporte metélico. Apés,
foram submetidas a metalizagdo com ouro no equipamento IC-50 lon Coater
(Shimadzu Co.). As micrografias foram obtidas em diferentes magnificagoes,
apos a visualizacdo das amostras, empregando voltagens de aceleracéo de 10
ou 15 kV. O registro das imagens ocorreu por meio da utilizacdo do software

especifico.
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As microparticulas poliméricas de PHBV e PCL, o resveratrol, os
polimeros de partida e as misturas fisicas foram examinadas em difratdmetro
de raio-X Shimadzu XRD-6000, scan de 2".min"* e 20 de 5" a 80, radiacéo Ka
de cobre (A = 1.5418A), corrente de 40 mA e voltagem 40 kV, para a
observacdo de possiveis picos indicativos de cristalinidade (CANEVAROLO
JR., 2004).

4.4.5.2 Determinacéo do tamanho de particula e da dispersédo granulométrica

O tamanho de particula das formulacdes dos sistemas M1 e M2 foi
avaliado por espectrometria de difracdo a laser, utilizando um granuldmetro a
laser CILAS 920L, com faixa de analise entre 0,3 a 400 pm.

As amostras pulverizadas e secas foram dispersas em agua filtrada e
sonicadas por 1 min, antes de ser realizada a medida. A partir da suspenséo
homogénea obtida, por meio do software especifico, The Particle Expert®
(versdo 5.12, Cilas, Marseille, Franca), o diametro médio e a distribuicdo de
tamanho das microparticulas foram determinados. O span, valor matematico
definido como a medida da dispersdo granulométrica (CHEN, DAVIS, 2002),
que avalia a variacdo do volume de distribuicdo das particulas em relacédo ao

diametro médio, foi calculado a partir da Equacéao 5.

d(v,90) - d(v,lO)

span = (Equacéo 5)

d(v,SO)

Sendo, d(v,10), d(v,50) e d(v,90), respectivamente, o diametro das
particulas correspondente a 10%, 50% e 90% da distribuicdo acumulada para a

amostra.

4.4.5.3 Avaliagao por espectroscopia na regiao do infravermelho

As microparticulas poliméricas pertencentes aos sistemas M1 e M2
foram analisadas por espectroscopia na regido do infravermelho, em pastilha
com KBr, empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2% em massa), no equipamento IR Prestige-21 (Shimadzu

Co.), 32 scans.min, resolucdo de 4 cm™. Os espectros obtidos por
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infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) das microparticulas foram
avaliados frente aos espectros do farmaco, dos polimeros de partida e das

misturas fisicas.

4.4.5.4 Analise térmica

A estabilidade térmica das amostras foi estudada por meio das curvas
de ATG, que foram obtidas na faixa de temperatura entre 283 K (10°C) e
1173 K (900°C). Para isso, foi empregada uma termobalanca modelo TGA-50
da marca Shimadzu, sob razdo dinamica de nitrogénio (50 mL.min™),
empregando uma raz&o de aquecimento de 10°C.min™*, em cadinho de platina
contendo aproximadamente 5 + 0,1 mg da amostra. O equipamento foi
previamente aferido com sulfato de cobre penta-hidratado.

A curva de calorimetria exploratéria diferencial (CED) foi elaborada para
0 resveratrol, para os polimeros PHBV e PCL, para a mistura fisica e para as
microparticulas preparadas, na faixa de temperatura entre 303 K (25°C) e
623 K (500°C). Foi utilizada uma célula calorimétrica da marca Shimadzu,
modelo DSC-60, em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL.min™%), raz&o de
aquecimento de 10 °C.min™*, sendo que a amostra (2,5 mg) foi acondicionada
em capsula de aluminio fechada. O equipamento foi previamente calibrado com
indio (m.p. = 429,6 K; AHsuszo = 28,54 J.g™%) e zinco (m.p. = 692,6 K).

4.4.6 Estudo de liberagédo in vitro

Os ensaios de liberagdo in vitro foram conduzidos para o resveratrol
puro e para as microparticulas dos sistemas M1 e M2. Para tanto, foi
empregado o aparato 2 (pa) do dissolutor de cubas 299/6 (Nova Etica),
mantendo a temperatura do sistema em 37 * 0,5°C, a agitacdo em
75 rev.min™*, por um periodo total de 12 h. O meio de dissolucdo utilizado foi o
tampéo fosfato pH = 6,8 (50 mmol.L™ de KH,PO, e 22,4 mmol.L™* de NaOH),
em volume de 900 mL. Em intervalos de tempo pré-determinados, amostras de
10 mL foram coletadas, com a reposicdo do meio de dissolucdo em igual
volume, e analisadas em 306 nm no espectrofotometro UV-Vis Genesys 10 UV

Scanning. Todo o procedimento foi realizado em triplicata, na auséncia de luz.
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4.4.6.1 Avaliagao dos perfis de liberacéo

Os perfis de liberacédo in vitro foram obtidos plotando-se a porcentagem
de resveratrol liberada em funcéo do tempo. Posteriormente, esses resultados
foram analisados por meio do teste da razdo (eficiéncia de dissolucao) e dos
métodos modelo-dependentes.

A eficiéncia de dissolu¢cdo do resveratrol foi determinada segundo Gill,
Orlando e Matias (2005), United States Pharmacopeia (2005) e Khan (1975), e
comparada com a eficiéncia de dissolucdo das diferentes formulacdes de
microparticulas. A eficiéncia de dissolucdo € uma avaliacdo modelo-
independente, definida pela area sob a curva de dissolucéo e expressa como a
percentagem da area de um retangulo que descreve 100% da dissolucdo, em

um determinado periodo de tempo (Equacéao 6).

t
I y.dt
ED = Oy : x100% (Equacéo 6)
100 "

Na qual: y é a porcentagem de farmaco dissolvido no tempo t.

A avaliacdo matematica dos perfis de liberacdo in vitro foi realizada pelo
ajuste dos dados experimentais ao modelo monoexponencial (Equacéao 7), ao
modelo biexponencial (Equacao 8), ao modelo de ordem zero (Equacgéo 9) e ao
modelo de Weibull (Equacdo 10), considerando os resultados do critério de
selecdo de modelo (MSC), do coeficiente de correlacdo, do ajuste grafico e da
coeréncia dos valores encontrados para as constantes de velocidade para cada

modelo.

%D =100(1-e ™) (Equacio 7)

%D =100[1— (Ae ™ + Be )] (Equacéo 8)

%D =kt (Equacéo 9)
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%D =100[1—e /™" | (Equac&o 10)

Na qual: %D, percentual do farmaco dissolvido no tempo t; k, a e B8, constantes
cinéticas de dissolucdo verificadas; A e B, concentracdes iniciais do farmaco
gue contribuem para as duas fases de dissolucao; Td, tempo no qual 63,2 % do
farmaco é dissolvido; b, pardmetro relacionado as caracteristicas estruturais e

geométricas da forma farmacéutica.

O modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas (Equacédo 11) ou lei das
poténcias foi também aplicado, permitindo a obtencdo dos parametros a e n,
com a finalidade de ampliar a informacéo sobre o mecanismo de liberacao do

farmaco a partir dos sistemas microparticulados.
ft=at" (Equacao 11)

Na qual: a, constante que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas
da forma farmacéutica; n, expoente de liberacdo que € indicativo do

mecanismo de liberacao; ft, fracdo do farmaco dissolvido no tempo t.

Para sistemas esféricos, a lei das poténcias apresenta duas
interpretacdes fisico-quimicas distintas. Quando n assume um valor inferior a
0,43, isso indica que a liberacdo da substancia é controlada por difusdo
(mecanismo de transporte Fickiano). Quando n é superior a 0,85, indica que a
liberacdo é controlada pelo inchamento (ou erosdo) do polimero (transporte
caso Il ou mecanismo de transporte ndo-Fickiano). Valores de n entre 0,43 e
0,85 estdo relacionados com a sobreposicdo de ambos os fendémenos,
denominado de transporte anémalo (SIEPMANN, PEPPAS, 2001).

Os métodos modelo-dependentes destinados a avaliagdo dos perfis de
liberacdo foram aplicados com o auxilio do software MicroMath Scientist®

(verséo 2.01, Saint Louis, Estados Unidos).
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4.4.7 Estudo do potencial antioxidante

A atividade antioxidante total do resveratrol presente nas microparticulas
foi determinada pelos ensaios de inibicdo do &cido hipocloroso (HOCI) e do
radical catidbnico  2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido  sulfénico)
(ABTS-™).

Solugbes aquosas do farmaco puro e das microparticulas (M1R20 e
M2R20), contendo as mesmas concentracdes de resveratrol foram preparadas

30 min antes do inicio dos experimentos e mantidas na auséncia de luz.

4.4.7.1 Inibicao do &cido hipocloroso (HOCI)

Ap6s 5 min de reac&o entre o HOCI (30 pL, 75 pmol.L™) e cada solucéo
aguosa (20 pL) do farmaco puro ou das microparticulas (M1R20 e M2R20),
foram adicionados 20 uL de uma solucdo contendo 10 mmol.L™ de 3,3',5,5-
tetrametilbenzidina (TMB) dissolvida em dimetilformamida 50%, 100 pmol.L™
de iodeto de potéssio e 400 mmol.L™" de &cido acético (DYPBUKT et al., 2005).
A reacdo foi realizada em 50 mmol.L™ de solugéo tampé&o fosfato de sédio (pH
= 7.4) até o volume final de 200 uL a 37°C por 15 min. A absorvancia foi
medida em 650 nm em um leitor de microplacas (MOLECULAR DEVICES,
SpectraMax 190, Sunnyvale, USA). Todas as determinacdes foram realizadas
em triplicata e as microparticulas sem resveratrol (M1RO e M2RO0) foram
utilizados como controle negativo. A atividade antioxidante foi obtida como
porcentagem de inibicdo do HOCI usando a Equacéo 12.

% Inibicao :[(AbA;bAa)}xloo (Equacio 12)

Na qual: Ab é a absorvancia do controle e Aa é a absorvancia da amostra.

4.4.7.2 Ensaio de descoloracdo do radical catibnico 2,2-azinobis(3
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTSs")

Resumidamente, solucdes aquosas de ABTS (7 mmol.L™) e persulfato
de potassio (2,45 mmol.L™) foram misturados em uma proporcéo volumétrica
de 1:1 e incubadas na auséncia de luz, a temperatura ambiente por 12 h, para
a obtenc&o do radical cationico ABTS*" (RE et al.,1999).
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Em seguida, a solucdo de ABTS-"* foi diluida em 50 mmol.L™* de uma
solucdo tampédo de fosfato de sédio (pH = 7,4), para obter um valor de
absorvancia de + 0,7 a 734 nm. A complexac&o entre o ABTS+" e o resveratrol
puro ou as microparticulas (M1R20 e M2R20) foi medida pelo decréscimo da
absorvancia em 734 nm, ap6s 30 min, em um leitor de microplacas
(MOLECULAR DEVICES, SpectraMax 190, Sunnyvale, USA). Todas as leituras
foram realizadas em triplicata e as microparticulas elaboradas sem a adi¢ao do
resveratrol (M1RO e M2RO0) foram utilizadas como controle negativo. A
atividade antioxidante foi calculada como porcentagem de inibicdo do ABTS-",

de acordo com a Equacéo 12.

4.4.8 Atividade citotoxica in vitro sobre heméacias

O efeito citotoxico in vitro do resveratrol puro e das microparticulas de
PHBV e de PCL foi estudado utilizando amostras de sangue venoso
heparinizado coletado de trés voluntarios saudaveis. Este experimento
envolvendo o sangue humano foi previamente aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, sob o protocolo
nimero 16173/11, parecer n° 121/2011.

O sangue total, recém coletado, foi centrifugado (4000 rev.min™ por 5
min) a 4°C em uma centrifuga refrigerada e o plasma foi cuidadosamente
removido por aspiracdo. Em seguida, a suspenséo de hemacias foi lavada por
centrifugacdo (4000 rev.min™ por 5 min) em solucédo tamp&o fosfato gelado
(NaCl 0,15 mmol.L™, NaH,PO4/Na,HPO, 50 mmol.L™, pH = 7,4), por trés
vezes. Os eritrcitos foram ressuspensos com a solucéo tampao para obter um
hematdcrito de 5% (LI et al., 2000).

Solugdes aquosas (10 uL) do farmaco puro ou das microparticulas de
PHBV e de PCL (M1R20 e M2R20) contendo a mesma concentragdo de
resveratrol (71 pg.mL™) foram incubadas, em triplicata, a 37°C com a
suspensao de eritrocitos a 5% (450 upL) e a solucdo tampéo fosfato,
previamente preparada (40 uL), por 24 h sob agitacdo constante de 120
rev.min™*. A suspenséo de eritricitos foi, entdo, centrifugada a 4000 rev.min™*
por 5 min. O conteudo de hemoglobina liberado, devido a acdo hemolitica do

resveratrol, foi determinado no sobrenadante, por meio da medida da
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absorvancia em 540 nm, utilizando um leitor de microplacas (MOLECULAR
DEVICES, SpectraMax 190, Sunnyvale, USA) (HAPNER, DEUSTER, CHEN,
2010; BANERJEE et al., 2008).

Os ensaios também foram realizados para as microparticulas sem o
resveratrol (M1RO e M2R0). A hemdlise observada na auséncia da amostra foi
coletada como branco. Os grupos foram comparados por meio da analise de
variancia (ANOVA), seguida do teste post hoc de Tukey. Um valor de p < 0,05

foi adotado para indicar diferencas estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As microparticulas de PHBV que compdem o sistema M1 (M1R0O, M1R5,
M1R10 e M1R20) e as microparticulas de PCL do sistema M2 (M2R0O, M2R5,
M2R10 e M2R20) foram obtidas com sucesso pelo método de emulsédo simples
(O/A) e evaporacao do solvente organico. Ap0s a secagem, 0s materiais do
sistema M1 apresentaram um aspecto macroscopico pulverulento de cor
amarelo-palido, tonalidade semelhante aquela observada para o PHBV puro.

Para o sistema M2, foi verificado um aspecto fisico de p6 quase branco.

5.1.1 Rendimento

Os rendimentos foram calculados com base na Equacdo 1 para as
microparticulas dos sistemas M1 e M2. A Tabela 3 sumariza os resultados
percentuais, apresentados na forma de valor médio e desvio padrao.

Todas as formulacdes revelaram um rendimento superior a 50%, o que
pode ser considerado aceitavel a partir do método empregado. Tanto para o
sistema M1, quanto para o sistema M2, as microparticulas elaboradas com a
menor quantidade de farmaco (5% de resveratrol) apresentaram um melhor
rendimento, sendo 87,8% para a formulacdo M1R5 e 73,77% para a

formulacdo M2R5.

Tabela 3 — Rendimento* obtido para as formulacdes dos sistemas M1 e M2, a
partir do método de emulsdo simples/evaporacéo do solvente

Formulacao Resveratrol inicial (g) Rendimento (%)
M1RO _ 57,7+9,3
M1R5 0,100 87,8+8,2
M1R10 0,200 70,5+5)9
M1R20 0,400 72,7+9,1
M2RO — 65,9+2,2
M2R5 0,100 73,8+5,1
M2R10 0,200 63,1+2,0
M2R20 0,400 50,8 £ 6,7

* média (n = 3) £ desvio padréo
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5.1.2 Determinacao do teor de umidade

A Tabela 4 fornece os resultados referentes ao teor de 4gua presente
nas microparticulas que integram os sistemas M1 e M2, frente aos valores
obtidos para o resveratrol (1,20%), PHBV (3,59%) e PCL (1,12%).

Para o sistema M1, foi verificado que as microparticulas apresentaram
um teor de umidade semelhante ao do farmaco puro, variando entre 1,01% e
1,50%, respectivamente para as formulagbes M1R10 e MI1R5. Valores de
umidade, proximos aos materiais de partida, foram obtidos para as
microparticulas do sistema M2, entre 1,09% (formulacdo M2R10) e 1,57%
(formulagdo M2R0). Esses resultados indicam que 0 processo de secagem em
estufa a 35 + 2°C foi efetivo na remocédo da dgua empregada no processo de

microencapsulacao.

Tabela 4 — Teor de agua* obtido para o resveratrol, para o PHBV, para a PCL e
para as microparticulas dos sistemas M1 e M2

Material Umidade (%)
Resveratrol 1,20+ 0,12
PHBV 3,59+0,17
PCL 1,12 + 0,09
M1RO 1,29+0,11
M1R5 1,50 + 0,09
M1R10 1,10 + 0,08
M1R20 1,40+ 0,12
M2R0O 1,57 +0,13
M2R5 1,56 + 0,11
M2R10 1,09 + 0,08
M2R20 1,55 + 0,14

* média (n = 3) + desvio padrao

A quantidade de agua residual nos pds tem grande influéncia sob a sua
estabilidade fisica, ao mesmo tempo em que controla a magnitude das forcas
capilares responsaveis pela agregacdo das particulas (BOSQUILLON et al.,
2004). Dessa forma, o teor de agua tem relevancia para prever possiveis
alteracbes nos materiais elaborados. Considerando que os resultados obtidos
no presente trabalho demonstram uma umidade reduzida, é possivel
estabelecer que essa agua residual tenha pouca interferéncia na estabilidade

fisica das microparticulas.
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5.1.3 Determinacdo do resveratrol incorporado nas microparticulas e

eficiéncia de encapsulacao

5.1.3.1 Validacdo do método analitico para a quantificacdo do resveratrol
presente nas microparticulas dos sistemas M1 e M2

Considerando as trés curvas analiticas elaboradas para a determinacao
guantitativa do resveratrol por CLAE, o estudo de linearidade revelou um valor
de coeficiente de correlacdo (r) médio igual a 0,999805, indicando uma
regressao linear significativa. A Figura 7 ilustra a curva analitica média obtida
para quantificacdo do farmaco em solucdo etandlica, apresentando a equacéao

da reta e o valor do r médio encontrado.

meio etanol: curva analitica média
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Figura 7 — Representacdo grafica da curva analitica padrdo para a

determinacao do resveratrol obtida por CLAE (A = 306 nm), em etanol

Com os dados provenientes da avaliacdo de linearidade, foram
calculados os limites de deteccéo e de quantificacdo, por meio das Equacdes 6
e 7, respectivamente. Os valores obtidos foram 172,18 ng.mL™* para o limite de
deteccdo e 521,76 ng.mL™ para o limite de quantificac&o.

Os resultados de repetibilidade e de precisao intermediaria, expressos
em termos de desvio padréo relativo (DPR), estdo apresentados na Tabela 5.

Para ambos o0s estudos, os valores de DPR foram inferiores a 5%,
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demonstrando a repetibilidade e a precisédo intermediaria do método analitico
empregado (ANVISA, 2003).

Tabela 5 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetibilidade e
precisao intermediaria

Concentracao (,ug.mL‘l) DPRdial (%) DPRdia2 (%) DPRdia3 (%) Média (%)

10 4,44
30 0,51 1,99 0,52 1,01
50 0,94

No que diz respeito a avaliacdo da exatiddo, o método permitiu a
recuperacdo de 99,99% para concentracéo final de 12 ug.mL™, 97,91% para
32 ug.mL™ e 98,81% para 52 pg.mL™, resultando em uma percentagem média
de recuperacao de 97,48%, 0 que caracteriza o0 método como exato, segundo
preceitos do ICH (1996) e da ANVISA (2003).

A robustez de um método analitico indica a capacidade do método
desenvolvido em resistir a pequenas variacdes dos parametros analiticos, bem
como sua confiabilidade durante o uso (ANVISA, 2003). As variacbes nos
parametros de analise estabelecidos, fluxo, temperatura e tipo de coluna
cromatografica, apresentaram um DPR inferior a 5%, o que caracteriza o

método como robusto.

5.1.3.2 Recuperacao do resveratrol presente nas microparticulas

A concentracdo de farmaco incorporado nas microparticulas (mg.g™) e a
eficiéncia de encapsulacao (%) para os sistemas M1 e M2 estdo resumidas nha
Tabela 6. Todas as formulacGes apresentaram valores adequados de EE,
superiores a 80%. Estes valores podem ser justificados, principalmente, devido
a baixa solubilidade aquosa (13,6 ug.g™* em pH = 7,4) do resveratrol (HUNG et
al., 2007), que acarretou um aumento da concentracdo de farmaco no interior
da microparticula. Os resultados de eficiéncia de encapsulacdo foram, ainda,
inversamente proporcionais a quantidade inicial de resveratrol utilizada, sendo
que as microparticulas contendo 5% do ativo foram as que apresentaram 0s
valores mais elevados de eficiéncia de encapsulagao.

A relacdo entre o polimero e o farmaco é um fator critico durante a

formacdo de microparticulas e pode influenciar os valores de EE
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(MAGHSOODI, 2009). A eficiéncia de encapsulacdo do resveratrol foi maior
quando a quantidade de poliéster foi aumentada (Tabela 6). A EE para as
microparticulas do sistema M1 aumentou de 80 para 93% quando a relacéo
PHBV:resveratrol foi modificada de 4:1 (20% resveratrol) para 19:1 (5%
resveratrol). A EE das microparticulas de PCL variaram de 88 para 101%
quando a relacdo polimero:resveratrol foi alterada na mesma proporcao. Esse
efeito pode ser simplesmente devido a maior quantidade de polimero em
relacdo a quantidade de farmaco adicionada, o que favoreceu a
microencapsulacao.

Das e Ng (2009), ao elaborar granulos de calcio-pectina contendo
resveratrol pelo processo de geleificagdo iontoforética, verificaram valores de
eficiéncia de encapsulacdo superiores a 97,5%. Kim et al. (2009) obtiveram
nanoparticulas de PCL, incorporando o resveratrol por emulsdo simples e
evaporacdo do solvente. Esses autores relataram valores de eficiéncia de
encapsulacdo variando entre 78,3 e 91,4%, utilizando a PCL de M,, = 65.000

g.mol™.

Tabela 6 — Teor" de resveratrol incorporado nas microparticulas de PHBV e de

PCL (mg.g™) e eficiéncia de encapsulacdo? (EE, %)

Material Resveratrol incorporado EE (%)
(mg.g™)
M1RO — —
M1R5 46,43 £ 1,77 93
M1R10 83,80 £ 2,41 84
M1R20 159,30 £ 2,72 80
M2RO0 — —
M2R5 50,63 + 1,61 101
M2R10 89,41 + 2,03 89
M2R20 176,70 £ 2,55 88

'média (n = 3) * desvio padréo
’média (n = 3)

Peng et al. (2010) formulou microesferas de quitosana contendo
resveratrol pelo método de emulsdo, em presenca de vanilina como agente de
reticulacdo. Esses materiais foram obtidos com uma eficiéncia de

encapsulacéo superior a 90%.
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Dessa forma, as microparticulas dos sistemas M1 e M2 apresentaram
valores condizentes com a literatura, considerando as caracteristicas fisico-

quimicas do ativo e o método de obtengdo empregado.

5.1.4 Anélises morfoldgicas e de superficie

Os resultados obtidos por MEV para o resveratrol e para os polimeros de
partida estdo indicados na Figura 8, sendo que as micrografias foram obtidas
em aumento de 500 vezes. Foi observado que o farmaco (Figura 8a)
apresentou uma morfologia cristalina. O PHBV (Figura 8b) revelou, antes da
preparacao das microparticulas, uma forma aglomerada sem estrutura definida.
Os péletes de PCL, adquiridos do fornecedor Sigma-Aldrich, apresentaram

uma superficie levemente irregular por MEV (Figura 8c).

Figura 8 — Aspectos morfolégicos do resveratrol puro (a), do PHBV (b) e da
PCL (c) por MEV, aumento de 500 X
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A avaliacdo por MEV das microparticulas do sistema M1 demonstrou
formato esférico, com superficie rugosa (Figura 9). Os poros foram verificados,
inclusive, na superficie das microparticulas M1RO (Figura 9a), elaboradas como

controle.

Figura 9 — Fotomicrografias das microparticulas do sistema M1 obtidas por
MEV, aumento de 2000 X, M1RO (a), M1R5 (b), M1R10 (c) e M1R20 (d)
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A presenca de poros representa uma importante evidéncia morfolégica
para essas microparticulas, o que pode modificar o processo de liberacdo de
farmacos. Dados morfolégicos similares foram fornecidos por Maia, Santana e
Ré (2004), quando microparticulas de PHBYV foram preparadas pelo método de
emulsdo simples/evaporacdo do solvente. De acordo com a literatura, 0s poros
podem ser decorrentes da natureza do poli-hidroxialcanoato utilizado e/ou
resultantes da remocéo rapida do solvente organico (FARAGO et al., 2004). A
rugosidade observada, caracteristica do PHBV puro pode favorecer a
degradacdo do mesmo, pois proporciona um aumento na area superficial do
polimero (MAIA, SANTANA, RE, 2004).

No entanto, para as microparticulas do sistema M2 foi observado um
formato esférico, com superficie lisa e regular, sem a presenca de poros
(Figura 10). Com o aumento da concentracdo de resveratrol, alguns cristais de
farmaco foram verificados na superficie dos materiais, o que pode ser
constatado, particularmente, na formulacdo M2R20 (Figura 10d). Essa
guantidade de farmaco encontrada na superficie das microparticulas, pode ser
rapidamente dissolvida no meio aquoso e fornecer um comportamento de
liberacdo imediata (efeito burst) (RIEKES et al., 2011). Esse efeito foi também
observado em outros estudos relacionados a sistemas de liberacdo retardada
utilizando biopolimeros (DUARTE et al., 2006; STULZER et al., 2008).

A ocorréncia de cristais na superficie das microparticulas poliméricas
pode ainda estar relacionada a baixa viscosidade da fase organica que, em
funcdo do volume de solvente empregado (40 mL), pode permitir a migracao
dos cristais para a interface da goticula, durante a etapa de extracdo. Devido a
insolubilidade do farmaco na fase externa aquosa, 0s cristais acabam
permanecendo na interface até o enrijecimento da microparticula. Esse
fendmeno foi relatado anteriormente em estudos empregando o processo de
emulsdo/evaporacdo de solvente por Lionzo (2006), Gibaud, Bonneville, Astier
(2002) e Binbaum et al. (2000).



56

Figura 10 — Fotomicrografias das microparticulas do sistema M2 obtidas por
MEV, aumento de 2000 X, M2RO0 (a), M2R5 (b), M2R10 (c) e M2R20 (d)

As Figuras 11 e 12 sumarizam os resultados obtidos por difragédo de
raio-X para o resveratrol puro, para o PHBV, para a PCL, para as respectivas
misturas fisicas e para as microparticulas do sistema M1 e M2. No caso do

farmaco puro, foram verificados diferentes picos relacionados com a sua
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estrutura cristalina, sendo que o0s picos principais aparecem em 26 = 6,62,
16,30, 19,17, 22,43, 23,55 e 28,37, enquanto que os polimeros de partida
apresentaram um comportamento relativamente menos cristalino.

Os difratogramas das microparticulas que compdem o sistema M1 estéo
indicados na Figura 11. Para os materiais M1R5 e M1R10 foram verificados
perfis de difragdo cristalina muito semelhantes ao PHBV puro, ndo sendo
observados os picos de cristalinidade caracteristicos do resveratrol, o que
indica a dispersdo do farmaco na matriz polimérica e é condizente com uma
estrutura do tipo microesfera. No caso das particulas M1R20, foram
registrados, embora em baixa intensidade, alguns picos de cristalinidade
atribuidos ao resveratrol, o que pode indicar a presenca de microdominios do

farmaco no material polimérico.

R O, M1R20
D W M1R10

NN~ M1R5

._J\-J\—"’\/\,\_,_\ M1RO

MM~ PHBV
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20

Figura 11 — Difratogramas do resveratrol puro, do PHBV, da mistura fisica

PHBV:resveratrol e das microparticulas do sistema M1

Para as microparticulas do sistema M2 (Figura 12), foram observados
perfis de difragdo cristalina semelhantes ao da PCL pura, denotando que o
resveratrol apresentou um comportamento disperso no material polimérico,

com reducao expressiva de sua cristalinidade.
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Figura 12 — Difratogramas do resveratrol puro, da PCL, da mistura fisica

PCL:resveratrol e das microparticulas do sistema M2

Entretanto, para todos os materiais analisados, os resultados sugerem
gue o processo de microencapsulacdo promoveu uma diminuicdo notavel dos
picos de difragdo cristalina caracteristicos do resveratrol, levando a
amorfizagdo do farmaco (ANSARI et al., 2011).

Substancias no estado solido podem revelar caracteristicas cristalinas
e/ou amorfas. Em geral, os sélidos amorfos sdo mais sollveis do que as
formas cristalinas, devido as energias livres envolvidas no processo de
dissolucdo. Sdlidos no estado amorfo tém moléculas dispostas aleatoriamente
e, portanto, pouca energia € necessaria para separa-los. Consequentemente, a
sua dissolucdo € mais rapida do que quando na forma cristalina (RIEKES et al.,
2011).

Resultados semelhantes foram obtidos por Ansari et al. (2011), ao
formular nanoesponjas baseadas em ciclodextrinas para a liberagdo modificada

de resveratrol.
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5.1.5 Determinacdo do tamanho de particula e da dispersao
granulométrica

Os resultados de diametro médio e de span para as microparticulas
poliméricas dos sistemas M1 e M2 estdo apresentados na Tabela 7, sendo que
as distribuicdes granulométricas estdo demonstradas nas Figuras 13 e 14.

Para o sistema M1, a analise por espectroscopia de difracdo a laser
indicou a presencga de microparticulas poliméricas com didmetro médio entre
25,23 um (formulacdo M1R0O) e 47,00 um (formulagdo M1R5). As
microparticulas do sistema M2 mostraram diametros meédios variando
de 33,97 ym (controle negativo) a 55,73 ym (formulagdo M2R20). Esses
resultados indicam tamanhos de particula superiores aos observados por MEV,
0 que pode ser justificado pela leitura de agregados de microparticulas quando
da avaliacdo por espectroscopia de difracéo a laser.

Todas as formulagbes preparadas apresentaram valores de diametro
médio inferiores a 60 um e, embora esse tamanho de particula ndo permita
uma absorcéo pelos enterdcitos, a administracdo oral dessas microparticulas
pode proporcionar um efeito sustentado do farmaco, devido ao seu tempo
prolongado de transito intestinal (DESAI et al., 1996).

Tabela 7 — Diametro médio e span' (dispersdo granulométrica) para as
microparticulas, indicando o teor® de resveratrol incorporado em cada material

~ Resveratrol incorporado
Formulacao

(mg.g™) Diametro médio (um) Span
M1RO 25,23 2,38
M1R5 46,43 £ 1,77 47,00 1,88
M1R10 83,80+241 33,75 2,25
M1R20 159,30 £ 2,72 29,20 2,27
M2R0 33,97 1,33
M2R5 50,63 +1,61 52,09 1,27
M2R10 89,41 + 2,03 52,84 1,37
M2R20 176,70 + 2,55 55,73 1,76

! calculado a partir do diametro das particulas correspondente a 90 %, 10 % e
50 % da distribuicdo acumulada para cada amostra
2 média (n = 3) + desvio padrdo

Com relacao aos valores de span, a formulacdo M1R5 e os materiais do
sistema M2 revelaram valores inferiores a 2, 0 que representa uma estreita
dispersdo em funcédo da proximidade dos dados em torno da média. Dessa

forma, as microparticulas formuladas a partir da PCL apresentaram um
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comportamento monomodal mais adequado do que os materiais obtidos
partir do PHBV.

Andlise Granulométrica (30 classes, de 0,30 um a 400,00 um)
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Figura 13 — DistribuicAo granulométrica obtida para as microparticulas do
sistema M1, M1RO (a), M1R5 (b), M1R10 (c), M1R20 (d)
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Peng et al. (2010) obtiveram microesferas de quitosana contendo
resveratrol com didmetros médios de particula entre 53 e 311 um, a partir da
reacao de reticulacdo em presenca de vanilina. Esses valores sdo superiores
aos observados no presente trabalho, o que pode ser atribuido as diferencas

entre os métodos de microencapsulagéo.

5.1.6 Avaliacdo por espectroscopia naregido do infravermelho

Os espectros de IVTF do sistema M1 e do sistema M2 estdo mostrados
nas Figuras 15 e 16, respectivamente. O espectro de IVTF do resveratrol puro
indicou uma banda tipica referente a vibracdo de deformacdo axial do
grupamento OH em 3257 cm™ e trés bandas intensas e caracteristicas em
1610, 1589, 1385 cm™, correspondentes as vibracdes de deformac&o axial das
ligagbes duplas arométicas, de C-C e de C-O. A banda tipica dos carbonos
olefinicos trans foi observada em 965 cm™ (SHI et al., 2008).

O espectro infravermelho do PHBV exibiu uma banda forte em 1720
cm™ devido ao estiramento do grupamento C=0. Bandas tipicas de 800-975
cm™ foram correspondentes & vibracdo de estiramento simétrico de —-C—O—C-—.
Além disso, o estiramento antisimétrico de —-C—O—-C- conduziu a formacao de
bandas entre 1060 e 1150 cm™ (MAGHSOODI, 2009). Considerando que a
PCL também é um poliéster alifatico, seu espectro foi semelhante ao do PHBV
com uma banda forte em 1727 cm™, correspondente a vibracdo de deformacéo
axial do grupamento C=0O e duas bandas em 2943 e 2864 cm™, devido as
vibracBes simétricas e assimétricas do grupamento —CH2, respectivamente
(POLETTO et al., 2007).

Os espectros obtidos para as microparticulas de PHBV e de PCL
apresentaram bandas de absor¢cdo nas mesmas faixas de nimero de onda
observados para as respectivas misturas fisicas. Portanto, € possivel
estabelecer que nenhuma ligacdo quimica entre o farmaco e os polimeros foi

formada durante o processo de microencapsulagao.
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5.1.7 Anélise térmica

As curvas de ATG obtidas para o resveratrol, para os polimeros de
partida, para as misturas fisicas e para as microparticulas dos sistemas M1 e
M2 estéo representadas nas Figuras 17 e 18.

O resveratrol apresentou dois eventos de perda de massa que pode ser
observado por meio de sua curva termogravimétrica derivada (DTG). O
primeiro, verificado na regido entre 625 K e 758 K (Am = 41,7%) e o segundo,
na regiao compreendida entre 758 K e 1150 K (Am = 57,5%). As curvas de
ATG dos polimeros de partida apresentam um UGnico evento de perda de
massa, nas faixas de temperatura de 564 a 591 K (Am = 97,6%) para o PHBV,
e entre 639 e 734 K (Am = 97,7%) para a PCL.

As microparticulas do sistema M1 apresentaram eventos de degradacao
térmica iniciando em 585, 581, 577 e 582 K para M1R0O, M1R5, M1R10 e
M1R20, respectivamente, enquanto que, as formulagbes do sistema M2
iniciaram a sua degradacao térmica em 671 K (M2R0), 689 K (M2R5), 686 K
(M2R10) e 683 K (M2R20). Esses resultados indicam que as microparticulas de
PCL séo termicamente mais estaveis do que as de PHBV. Dados semelhantes
foram descritos anteriormente para microparticulas de carvedilol, em que as
formulagcbes contendo PCL revelaram uma melhora da estabilidade térmica,
guando comparadas com as formulaces preparadas com PHBV (RIEKES et
al., 2011).
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Figura 17 — Curvas de ATG e DTG do resveratrol
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Figura 18 — Curvas de ATG do resveratrol (A,B), do PHBV (A), da PCL (B), da
mistura fisica PHBV:resveratrol (A), da mistura fisica PCL:resveratrol (B), das
microparticulas do sistema M1 (C) e das microparticulas do sistema M2 (D)

Os termogramas do resveratrol, dos polimeros de partida, das misturas
fisicas e das microparticulas dos sistemas M1 e M2, avaliados por CED, estao
mostrados na Figura 19.

Para o resveratrol puro, foi observado um unico evento térmico de fusao
em 539 K, resultado condizente com o especificado na literatura para esse
farmaco (SUN, SHAO, YAN, 2008; KIM et al., 2011).

As temperaturas de fusao (Ty) obtidas para os polimeros de partida
foram 438 K para o PHBV e 333 K para a PCL, confirmando os dados
previamente relatados (POLETTO et al., 2007). Tanto para as microparticulas
do sistema M1, quanto para as microparticulas do sistema M2, foi observado o
desaparecimento do evento térmico de fusdo caracteristico do farmaco. Este
comportamento térmico sugere que ocorreu uma amorfizagdo do farmaco.
Esses dados estdo de acordo com os verificados anteriormente por difracdo de

raio-X, em que 0S picos cristalinos caracteristicos dos polimeros foram

evidenciados nos materiais micrparticulados.
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Figura 19 — Termogramas obtidos por CED do resveratrol (a,b), do PHBV (a),
da PCL (b), da mistura fisica PHBV:resveratrol (a), da mistura fisica
PCL:resveratrol (b), das microparticulas do sistema M1l (a) e das

microparticulas do sistema M2 (b)

5.1.8 Estudo de liberagéo in vitro

Os perfis de liberacdo obtidos para o resveratrol puro e para as
microparticulas poliméricas dos sistemas M1 e M2 estdo apresentados nas
Figuras 20 e 21, respectivamente. Quando da avaliacdo do farmaco puro, uma
liberagdo de 80% foi obtida em 45 min. Entretanto, as formulagdes do sistema
M1 demonstraram a liberagdo de 80% do resveratrol contido nas
microparticulas nos tempos médios de 300 min (M1R5), 240 min (M1R10) e 90
min (M1R20). Ao se analisar os materiais do sistema M2, um valor de 80% de
liberacdo do resveratrol foi atingido nos tempos médios de 720, 300 e 180 min,

para as microparticulas M2R5, M2R10 e M2R20, respectivamente.
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Dessa forma, esses resultados demonstraram que ambos 0s sistemas
foram efetivos em promover uma taxa de dissolucdo mais lenta do que a do
farmaco puro. No entanto, em uma andlise comparativa, as microparticulas de
PCL apresentaram uma taxa de liberacdo mais lenta do resveratrol que o0s
materiais desenvolvidos a partir do PHBV, sendo que, a relacdo
polimero:farmaco e os aspectos morfolégicos das microparticulas obtidas

afetaram os perfis de dissolucgéo.
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Figura 20 — Perfil de liberac&o in vitro do farmaco puro e das microparticulas do

sistema M1

Para ambos o0s sistemas, as formulagcbes obtidas na relacéo
polimero:farmaco de 19:1 (5% de resveratrol) demonstraram uma dissolucao
mais lenta do resveratrol. Provavelmente, a maior quantidade de poliéster
presente nessas formulagcées proporcionou um melhor efeito no controle da
taxa de dissolugcdo do farmaco. A mais rapida liberacdo do resveratrol que
ocorreu nas microparticulas do sistema M1 pode também ser relacionada com
a sua superficie porosa observada anteriormente por MEV. Geralmente, os

estudos de microparticulas demonstram que a taxa de dissolucéo do farmaco é
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mais rapida para materiais que apresentam maior porosidade (POLETTO et al.,
2007).
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Figura 21 — Perfil de liberag&o in vitro do farmaco puro e das microparticulas do

sistema M2

Considerando a Equacao 6, a eficiéncia de dissolucédo do resveratrol
puro, avaliada no tempo final de 720 min, foi de 96,23%. As formulacdes do
sistema M1 apresentaram valores de eficiéncia de dissolucdo de 73,26%
(M1R5), 78,61% (M1R10) e 88,92% (M1R20). Enquanto que as microparticulas
do sistema M2 demonstraram resultados de eficiéncia de dissolugéo de 52,25,
78,00 e 84,99%, respectivamente para os materiais M2R5, M2R10 e M2R20. A
literatura (FORTUNATO et al., 2007) relata que valores elevados de eficiéncia
de dissolucéo sédo verificados para formas farmacéuticas de liberacdo imediata.
Dessa forma, os materiais poliméricos utilizados acarretaram uma reducao do
valor da eficiéncia de dissolucdo do resveratrol, sendo estratégias
interessantes para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de liberacéo

modificada do tipo prolongada.
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Os modelos matematicos, representados pelas Equacdes de 7 a 10,
foram aplicados aos perfis de liberacdo do farmaco puro e das microparticulas
dos sistemas M1 e M2, empregando o software MicroMath Scientist®. A
selecdo do melhor modelo foi realizada, considerando os dados obtidos para o
coeficiente de correlacdo (r) e para o critério de selecdo do modelo (MSC).
Ainda assim, foi analisada a coeréncia dos valores encontrados para as
constantes cinéticas de liberacdo e o ajuste grafico verificado para cada
equacao.

Os perfis de liberacédo do resveratrol e das microparticulas dos sistemas
M1 e M2 revelaram um melhor ajuste dos dados experimentais para 0 modelo
biexponencial (Tabela 8), em relagdo aos outros modelos matematicos
avaliados. Dessa forma, € possivel estabelecer que o comportamento de
liberacdo do farmaco a partir das microparticulas tem sua descricdo orientada
por duas constantes de liberacdo, a a ou constante cinética da etapa rapida de

liberacdo e a 8, constante cinética verificada na etapa lenta de liberacao.

Tabela 8 — Resultados da modelagem matematica pela equacao biexponencial

para o resveratrol puro e para as microparticulas dos sistemas M1 e M2

Modelo biexponencial

Material MSC R a (min™) B (min™)
Resveratrol puro 5,45 0,9988 0,9902 0,8262
Sistema M1

M1R5 5,30 0,9984 0,0357 0,0054
M1R10 5,23 0,9982 0,0082 0,0082
M1R20 4,26 0,9953 0,0360 0,0042
Sistema M2

M2R5 2,18 0,9616 0,0693 0,0014
M2R10 4,32 0,9956 0,0465 0,0044
M2R20 4,18 0,9949 0,0363 0,0066

Esses resultados demonstraram que as microparticulas de PHBV e de
PCL prolongaram a liberacao do resveratrol, no entanto, sem alterar o modelo
de liberacéo. A primeira etapa da liberacéo foi inicialmente rapida (efeito burst),
engquanto que a segunda etapa foi lenta (liberacdo controlada). Essa liberacéo
inicial pode ajudar a atingir rapidamente uma concentracdo adequada de
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resveratrol no plasma, enquanto a liberagcdo controlada pode manter uma
concentracéo efetiva do farmaco no plasma por um periodo mais longo (PENG
et al., 2010). Com isso, a baixa biodisponibilidade do resveratrol devido ao seu
rapido metabolismo e eliminacdo pode ser parcialmente evitada pelo processo
de microencapsulacédo, prolongando assim a sua meia-vida bioldgica in vivo.

Aplicando o modelo de Korsmeyer-Peppas (Equacdo 11), as
microparticulas do sistema M1 revelaram valores de n de 1,23 (M1R5), 0,89
(M1R10) e 1,28 (M1R20). Para o sistema M2, foram obtidos valores de n de
0,65, 0,57 e 0,73 para os materiais M2R5, M2R10 e M2R20, respectivamente.

Valores de n superiores a 0,85, como observados para as formulagcdes
do sistema M1, estdo relacionados a erosao do material polimérico e ainda, no
caso de polimeros insoltveis como o PHBV, a entrada do fronte do solvente na
estrutura das microparticulas, com a dissolucdo do farmaco e formacédo de
poros, o que favorece a sua remogdo ao meio externo (SIEPMANN, PEPPAS,
2001). As formulacdes que compdem o sistema M2 mostraram valores de n
entre 0,43 e 0,85, indicando que o mecanismo de liberacdo do farmaco ocorre
por um transporte anémalo (SIEPMANN, PEPPAS, 2001), no qual existe a
sobreposicao dos eventos de difuséo fickiana do bioativo e da entrada do fronte
de solvente na estrutura dos produtos microparticulados.

5.1.9 Estudo do potencial antioxidante

Para verificar se o processo de microencapsulacdo tem influéncia na
capacidade antioxidante do resveratrol, o ensaio de inibicdo do acido
hipocloroso (HOCI) e a descoloracdo do radical catidnico ABTSe" foram
avaliadas.

O potencial antioxidante do resveratrol puro e das microparticulas de
PHBV e de PCL pela inibicdo do HOCI sédo apresentados na Figura 22. O
resveratrol puro (ICso = 0,08 ug.mL™) apresentou um maior efeito de inativacao
do HOCI, seguido pelas microparticulas M1R20 (ICso = 3,03 ug.mL™) e M2R20
(ICso = 9,84 pug.mL™). Em sistemas biolégicos, o HOCI é o agente oxidante
mais toxico e abundante produzido por neutréfilos. Ele também pode atacar
moléculas importantes e gerar outras EROs que sao altamente prejudiciais.

Os resultados do teste de descoloragdo do ABTS+" estdo mostrados na

Figura 23. Considerando a inibicdo do ABTS", uma maior atividade foi obtida
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para o resveratrol puro (ICsp = 2,79 pg.mL™) e para as microparticulas M1R20
(ICso = 11,85 pg.mL™). Um valor de I1Csp = 21,50 pg.mL™ foi observado para a
formulacdo M2R20. Esse ensaio € amplamente utilizado para a triagem das
propriedades antioxidantes de compostos organicos, e reflete a capacidade da
molécula em doar elétrons ou hidrogénio para inativar o radical.

Nas concentracdes estudadas, o resveratrol puro e as microparticulas de
PHBV e de PCL demostraram diferencas na capacidade antioxidante. Esses
resultados sugerem que a microencapsulacdo pelo método de emulsdo
simples/evaporacdo do solvente tem influéncia sobre o potencial antioxidante
do resveratrol. Em ambos o0s ensaios, as microparticulas sem o farmaco

apresentaram um efeito antioxidante insignificante.
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Figura 22 — Efeito antioxidante do resveratrol puro e das microparticulas de
PHBV e de PCL pela inibicdo do HOCI

Os resultados verificados para a atividade antioxidante podem estar
fortemente relacionados com a morfologia e com a cinética de dissolu¢cdo do

resveratrol presente nas microparticulas de PHBV e de PCL. As



71

microparticulas preparadas a partir do PHBV apresentaram uma superficie
porosa, a qual pode oferecer uma liberacdo mais rapida do resveratrol quando
comparada com as microparticulas de PCL. Esse aspecto poroso também
pode permitir um melhor acesso das espécies oxidantes ao interior das
microparticulas de PBHV. Estes valores obtidos para o potencial antioxidante
estdo de acordo com os perfis de liberacdo in vitro, nos quais as

microparticulas de PCL revelaram uma taxa de dissolugdo mais lenta.

100 - T *
90 - /

, it R
80 4 1 o i
-/ .

70 4

1
!
1
60 4 1
! .
ot [k
1 A
I 3
|
|

40 -
!

% Inibicdo ABTSe*

30 A

|
20 :} - M1R20
10 #® .-+ M2R20
0

- & - Resveratrol

u..'_

l,

-

0 5 1015202530354045505560657075
Concentragdo (ng.mL?)

Figura 23 — Efeito antioxidante do resveratrol puro e das microparticulas de

PHBV e de PCL pela descoloracéo do radical catidnico ABTSs"

Dados diferentes foram previamente relatados para complexos de
inclusdo entre o trans-resveratrol e a f-ciclodextrina ou a hidroxipropil-£-
ciclodextrina, que mostraram pequenas diferencas na capacidade sequestrante
contra o oxidante DPPHe (LU et al.,, 2009). Por outro lado, a atividade
antioxidante foi reduzida quando da preparacdo de uma emulséo lipidica e de
um sistema micelar aquoso, contendo resveratrol (HUNG et al., 2007).

Assim, é possivel sugerir que as microparticulas de PHBV e de PCL
contendo resveratrol oferecem um sistema viavel para controlar a liberacéo

desse farmaco, devido a manutencdo do seu efeito antioxidante e que esse
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potencial é dependente da morfologia das microparticulas e do perfil de

dissolugéo.

5.1.10 Atividade citotoxica in vitro sobre heméacias

O ensaio de hemdlise € um procedimento rapido, eficiente, simples e de
baixo custo para investigar a citotoxicidade de micro/nanoparticulas na
membrana de eritrocitos por quantificacdo espectrofotométrica da hemoglobina
liberada (COTICA et al., 2012). Os resultados obtidos no ensaio de
citotoxicidade estdo apresentados na Figura 24. Em relacdo aos valores de
hemdlise, o resveratrol puro e as microparticulas de PHBV e de PCL nédo
apresentaram diferencas significativas em relacado ao branco (p > 0,05). Esses
dados indicam que o farmaco puro e as microparticulas de PHBV e de PCL
apresentam compatibilidade com os eritrocitos. Uma diferenca estatisticamente
significativa foi observada apenas entre o resveratrol e a formulacdo M1RO (p =
0,0467), o que pode estar relacionada as diferencas de estrutura quimica e de

massa molar dessas substancias.

0.4~

T
a_nu e n

o o
S
& <
Q 94"'
Q9

Figura 24 — Valores de absorvancia resultante da hemoglobina liberada no
ensaio de hemolise para o branco, para o resveratrol puro e para as
microparticulas de PHBV e de PCL (* diferenca estatisticamente significativa,
p = 0,0467)
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De acordo com a literatura, o resveratrol ndo apresenta nenhum efeito
hemolitico nos eritrécitos até a concentracdo de 100 pg.mL™ (JUNG, SEU,
LEE, 2007). No entanto, nenhum trabalho anterior realizou ensaios de hemalise
em microparticulas de PHBV e de PCL contendo resveratrol. Portanto, os
resultados do presente trabalho de citotoxicidade demonstram que as
microparticulas de poliéster obtidas ndo tém propriedades hemoliticas nos
eritrocitos, indicando a viabilidade de seu potencial para aplicacbes

farmacéuticas e/ou biotecnoldgicas.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, microparticulas contendo resveratrol, formuladas a
partir do PHBV (sistema M1) e da PCL (sistema M2), foram obtidas com
sucesso pelo método de emulséo simples e evaporagcéao do solvente organico.

Valores elevados de eficiéncia de encapsulacdo foram obtidos para os
dois sistemas poliméricos. Diferencas morfologicas e de tamanho de particula
foram verificadas entre o sistema M1 e o sistema M2. Os espectros obtidos por
espectroscopia na regido do infravermelho indicaram que nenhuma ligacéo
quimica entre o resveratrol e os polimeros foi formada durante o processo de
microencapsulacdo. Os ensaios efetuados por difracdo de raio-X e de
calorimetria exploratéria diferencial demonstraram que 0 processo de
microencapsulacdo conduziu a uma amorfizacdo do farmaco. Essas
caracteristicas desempenharam um papel decisivo na cinética de liberacdo do
farmaco. As microparticulas preparadas a partr do PHBV e da PCL
proporcionaram uma diminuicdo substancial na taxa de dissolucdo de
resveratrol, sem alterar o modelo biexponencial de liberacdo. O potencial
antioxidante do resveratrol presente no interior das microparticulas de PHBV e
de PCL foi mantido, mas dependente da morfologia das microparticulas e do
perfil de dissolucdo. As microparticulas de PHBV e de PCL ndo mostraram
efeitos citotoxicos sobre os eritrocitos.

Assim, é possivel sugerir que as microparticulas poliméricas elaboradas
com os polimeros biodegradaveis PHBV e PCL apresentam as condi¢fes
adequadas para o controle da liberacdo do resveratrol, sendo uma alternativa
interessante para melhorar a biodisponibilidade do farmaco.

As formulacdes desenvolvidas tém ainda, viabilidade como sistemas de
liberacdo controlada por via oral, sendo alternativas atraentes na prevencao de
doencas crbnicas como, por exemplo, cancer, diabetes, hipertensdo e

envelhecimento.
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ANEXO A - Parecer da Comisséo de Etica em Pesquisa

UE/ (i 88P ESP

: . : ot P Gonungho
UMVERSIOADE ESTADUAL DE BOSTA GROSS ot Reinnta de Ragate ¢
D OF £TICA EM

PARECER N° 121/2011
Protocolo: 16173/11

No dia 27 de Outubre de 2011, a Comissdo de Etica em
Pesquisa, APROVOU o protocelo de pesguisa intitulado
“Citotoxicidade de microparticulas de PHBV/PCL contendo
resveratrol” de responsabilidade do pesguisador Paulo
Vitor Farago.

Conforme Resolucdo CNS 196/96, solicitamos que sejam
apresentados a esta Comissdo, relatdrios sobre andamento

da pesquisa, conforme modelo (http://www.uepg.br/coep/).

Data para entrega do relatério Final: 31 de Outubro de
2012.

Ponta Grossa, 31 de Outubro de 2011.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP

/  Prof. Dr, Ulisses Coetho
Coordenador
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Blaco M Soa 12 - Campus Univansideo am aranas
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