B

International Year of
ANO CHEMISTRY
INTERNACIONAL
AlQ [ paquinca 201
QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

Quim. Nova, Vol. 34, No. 3, 408-413, 2011

PREPARACAO E CARACTERIZACAO DE SUSPENSOES COLOIDAIS DE NANOCARREADORES LIPIDICOS
CONTENDO RESVERATROL DESTINADOS A ADMINISTRACAO CUTANEA

Daiane Nemen e Elenara Lemos-Senna*

CP 476, 88040-900 Florianopolis - SC, Brasil

Artigo

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satide, Universidade Federal de Santa Catarina, Campus Trindade,

Recebido em 19/5/10; aceito em 20/10/10; publicado na web em 31/1/11

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF RESVERATROL-LOADED LIPID-BASED NANOCARRIERS FOR
CUTANEOUS ADMINISTRATION. Solid lipid nanoparticles (SLN), nanoemulsions (NE), and microemulsions (ME) were
prepared by the hot solvent diffusion method, using tristearin or castor oil as oily phase, and soy lecithin and Solutol HS 15 as
surfactants. Mean particle sizes ranged from 20 to 215 nm and negative zeta potentials were obtained for all nanocarriers. A HPLC
method used to determine resveratrol was specific, linear, exact and precise. The entrapment efficiency was high for all formulations.
However, resveratrol content was significantly varied among the lipid nanocarriers. Lipid nanocarrier containing hydrogels exhibiting
pseudoplastic behavior were obtained after incorporation of hydroxyethylcellulose in the colloidal dispersions.
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INTRODUCAO

O resveratrol (3,4,5-tri-hidroxiestilbeno) (Figura 1) € uma fitoale-
xina presente numa grande variedade de espécies vegetais, incluindo
amoras, amendoins e uvas, e, portanto, € um constituinte da dieta
humana. Este composto, tal como outros membros da familia do es-
tilbeno, € produzido nos vegetais em resposta ao ataque de patégenos,
aradiagdo ultravioleta e a exposi¢do ao ozdnio. A Vitis vinifera, ou a
uva, sintetiza o resveratrol como meio de prote¢ao as infec¢des flin-
gicas, sendo, portanto, encontrado em altas concentra¢des no vinho.!
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Figura 1. Estrutura quimica do trans-resveratrol

Virios estudos tém destacado e comprovado os beneficios do
resveratrol a saide. Esta substincia tem demonstrado propriedades
quimiopreventivas,*® antioxidante,”'° antiplaquetdria,'' antifingica,'
anti-inflamatéria,'® cardioprotetora,'*!> entre outras. O resveratrol
age como efetor bioldgico pleiotrépico que regula as trés fases do
processo da carcinogénese, ou seja, inicio, promogao e progressao
do tumor.! Uma vez absorvidos, os agentes quimiopreventivos po-
dem agir por diferentes mecanismos, seja pela inibi¢do da ativacio
metabdlica de compostos carcinogénicos, estimulo da detoxificagido
de metabdlitos reativos, prevencdo da sua interacdo com o DNA da
célula e supressdo da progressdo do tumor. Experimentos in vitro,
ex vivo e in vivo t€m demonstrado que além de atuar nos meca-
nismos quimiopreventivos descritos acima, o resveratrol também
possui potencial quimioterapéutico. De fato, o resveratrol suprime
o crescimento de vdrias linhagens de células cancerosas, em parte
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pela inibicdo da DNA polimerase e ribonucleotideo redutase ou pela
inducéo da suspensdo do ciclo celular ou apoptose.'® Os efeitos an-
ticarcinogénicos provocados pelo resveratrol também parecem estar
associados a sua atividade antioxidante, visto que ele tem demons-
trado inibir a ciclo-oxigenase, hidroperoxidase, proteina quinase C,
fosforila¢do da Bcl-2, proteina quinase B (PKB ou Akt), quinase de
adesdo focal, NF-xB, metaloprotease de matriz tipo 9, e reguladores
do ciclo celular.” O resveratrol também inibe a oxidagao da LDL, por
modular a atividade do metabolismo de lipideos e lipoproteinas,>!®
suprime a angiogénese'® e apresenta atividade estrogénica devido a
sua semelhanga estrutural com o agente estrogénico dietilestilbestrol.”

Apesar dos numerosos estudos sobre as propriedades dos com-
postos polifendlicos in vitro, estes efeitos frequentemente ndo siao
observados in vivo. A aparente discrepancia entre estudos in vitro e
in vivo pode ser parcialmente atribuida a baixa absor¢do e elevado
metabolismo destes compostos.!” Apds administragdo oral na dose
de 25 mg, a absorg¢do do resveratrol demonstrou ser de pelo menos
70%. Entretanto, a sua biodisponibilidade foi quase nula; unicamente
tragos da molécula na forma inalterada foram encontrados no plasma.
A rapida conjugagio com sulfato no intestino e figado foi responsavel
pela baixa biodisponibilidade oral do resveratrol.**?! Outros fatores
que limitam o aproveitamento terapéutico do resveratrol incluem a
sua baixa estabilidade frente a oxidac@o e baixa solubilidade aquosa.*

Indmeros estudos relatam os beneficios do resveratrol sobre a
pele, fazendo com que a liberagdo tdpica deste composto constitua
uma interessante alternativa a administraggo oral para o tratamento de
vérias desordens cutaneas. Estudos evidenciaram fortes propriedades
antiproliferativas e quimiopreventivas contra a carcinogénese,
protecdo contra os danos causados pela radiagdo ultravioleta, e
atividade antimicrobiana contra dermatofitos e ao virus da Herpes
simplex.*"* Apesar dos estudos de permeabilidade cutinea terem sido
promissores, nenhuma evidéncia tem sido dada quanto a obtencao
de concentracdes terapéuticas deste farmaco na pele, sugerindo que
outros sistemas de liberagdo possam ser testados com o intuito de
potencializar a permeacdo cutanea e obter preparacdes eficazes para
o tratamento de desordens cutdneas.” Portanto, o desenvolvimento
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de sistemas nanocarreadores pode ser considerado uma interessante
abordagem para explorar as propriedades deste composto na clinica.

Carreadores coloidais diferem entre si em fung@o da sua com-
posicdo, capacidade de incorporar farmacos e aplicabilidade, mas
a caracteristica comum € o tamanho de particula submicrométrico.
Entre os carreadores nanoestruturados com potencial aplicacdo topica
destacam-se as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), as nanoemul-
soes (NE) e as microemulsoes (ME). Estes sistemas nanoestruturados
sdo constituidos por lipidios altamente purificados e misturas com-
plexas de glicerideos apresentando tamanho de particula varidvel.
Suas principais caracteristicas incluem excelente estabilidade fisica,
capacidade de protecdo de farmacos instdveis frente a degradagdo,
capacidade de controle da liberacdo, excelente tolerabilidade, possibi-
lidade de vetorizagao, além de ndo apresentar problemas relacionados
a produgdo em grande escala e a esteriliza¢do.’**2 Enquanto as NLSs
sdo sistemas matriciais organizados obtidos a partir de triglicerideos
solidos, as NEs submicronicas sdo obtidas como dispersdes 6leo em
agua, apresentando elevada estabilidade cinética, em decorréncia do
seu reduzido tamanho de gota. As MEs, por outro lado, sdo sistemas
isotrépicos, transparentes, de baixa viscosidade e termodinamicamen-
te estdveis, obtidas quando uma mistura de surfactantes apropriada é
usada.’3** Neste trabalho, a capacidade destes sistemas em incorporar
oresveratrol foi avaliada, visando o seu aproveitamento terapéutico no
tratamento de patologias cutaneas. Para tal, a hidroxietilcelulose foi
utilizada para conferir viscosidade adequada as formulacdes. Existem
muitos relatos descrevendo métodos para quantificagio do resvera-
trol. Entretanto, a maioria deles tem sido focada em determinacdes
simultneas de vérios compostos do vinho*** e identificacdo de
metabdlitos do resveratrol em plasma humano e animal.?*373 Assim,
este trabalho também descreve o desenvolvimento e validagdo de um
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinagao
do resveratrol nas suspensdes coloidais e nos hidrogeis obtidos apds
a incorporag¢do da hidroxietilcelulose.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

O trans-resveratrol (3,5,4’-tri-hidroxi-trans-estilbeno, aproxima-
damente 99% de pureza) foi adquirido da Sigma (St. Louis, USA).
O 6leo de ricino e a lecitina de soja hidrogenada (Lecitina S75-3N®)
foram adquiridos da Via Pharma (Sao Paulo, Brasil) e SP Pharma (Sao
Paulo, Brasil), respectivamente. Hidroxietilcelulose (HEC) (Natro-
sol®) foi adquirida da Denver-Cotia (Sdo Paulo, Brasil). A triestearina
(Dynasan 118) foi gentilmente doada pela Sasol (Louisiana, EUA)
e o hidroxiestearato de polietilenoglicol (Solutol HS-15°) foi doado
pela Basf (Trostberg, Alemanha). Agua ultrapura foi fornecida por
sistema de purificagdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, EUA). Metanol
grau HPLC foi adquirido da J.T. Baker® (Phillipsburg, EUA). Etanol,
acetona e outros reagentes quimicos usados foram de grau analitico.

Preparacao das suspensdes coloidais de
nanocarreadores lipidicos

Os nanocarreadores lipidicos (NLS, NE e ME) foram preparados
pelo método de difusdo do solvente a quente.*” Resumidamente, 10
mg de lecitina e 100 mg do lipidio (triestearina ou 6leo de ricino)
foram dissolvidos em uma mistura de acetona:etanol (60:40, v/v)
a 60 °C. A solucdo organica resultante foi rapidamente adicionada
em 50 mL de uma solugdo aquosa contendo Solutol HS 15®(0,1%
para a obtencio das NLS e NE, ou 1,0% para a obtencdo da ME),
mantida sob agitagdo magnética a 82 °C. A suspensio coloidal obtida
foi entdo resfriada até temperatura ambiente, o solvente organico
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evaporado sob pressdo reduzida e o volume final foi ajustado para
20 mL. Finalmente, a suspensao coloidal foi filtrada através de filtro
de papel quantitativo de 8 um (J. Prolab, Brasil).

Para a preparagao dos nanocarreadores lipidicos contendo resve-
ratrol (NLS , NE_ e ME,), o farmaco foi adicionado na fase orgénica
das formulagdes em diferentes concentragdes. As formulagdes foram
preparadas em triplicata. O efeito do tipo de nanocarreador lipidico e
da quantidade inicial de resveratrol sobre o teor de firmaco nas sus-
pensdes coloidais foi avaliado por meio da andlise da varianca de duas
vias usando o programa StatPlus® Profissional (AnalystSoft, Inc.).

Preparacio dos hidrogeis

Para a obtengdo de geis contendo os diferentes nanocarreadores li-
pidicos, 300 mg de hidroxietilcelulose (Natrosol®) foram adicionados
a20 mL de cada uma das suspensdes coloidais contendo resveratrol.
As misturas foram mantidas sob agitacdo magnética durante 12 h
em temperatura ambiente e posteriormente armazenadas até andlise.
Hidrogeis contendo sistemas nanoestruturados sem farmaco foram
preparados da mesma maneira.

Caracterizacio fisico-quimica das suspensoes coloidais

O tamanho médio e o potencial zeta das suspensdes coloidais
foram determinados por espectroscopia de correlacido fotonica e
anemometria laser Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer
Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As medidas
foram realizadas a 25 °C, apds dilui¢do apropriada das amostras em
dgua destilada. Cada andlise de tamanho durou 120 s e foi obtida
com um angulo de detecgdo de 173°. Para determinar o potencial
zeta, as amostras foram colocadas em célula eletroforética, onde um
potencial de + 150 mV foi estabelecido. Os valores potenciais foram
calculados como a média dos valores da mobilidade eletroforética
utilizando a Equac@o de Smoluchowski.*’

Determinacao do resveratrol nas suspensoes coloidais e
hidrogeis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Condigdes instrumentais e analiticas

A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada
em um equipamento Perkin Elmer S200 (Shelton, EUA) equipado
com desgaseificador Série 200, autoamostrador Série 200, detector
UV-visivel Série 200, bomba bindria Série 200 e uma interface cro-
matogréfica Série 600 Link. O comprimento de onda do detector foi
fixado em 312 nm e a drea do pico foi analisada automaticamente
usando-se um programa de software Totalchrom. Os experimentos
foram conduzidos em fase reversa usando uma coluna C ; Zorbax ODS
(150 x 4,6 mm, 5 um; Agilent Technologies, EUA), mantida a 24 +
1 °C. A fase moével foi constituida de uma mistura de metanol:agua
(47:53, v/v) e foi eluida em modo isocratico em um fluxo de 1 mL/min.

Validaciio do método analitico

Os parametros empregados para a validagao do método de CLAE
foram: especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo, limites de
quantifica¢do e deteccdo. A validagdo foi realizada com base nas
diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH)* e
Farmacopeia Americana.*

Especificidade

A especificidade do método cromatografico foi avaliada através
da andlise das suspensdes coloidais e hidrogeis contendo nanocar-
readores sem farmaco, a fim de verificar a possivel interferéncia dos
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excipientes da formulag@o na quantificaciio do fairmaco. A andlise de
cada uma das amostras foi realizada em triplicata.

Linearidade

Solugdes padriao de resveratrol em metanol:dgua (47:53, v/v)
foram obtidas nas concentragdes de 0,4; 0,6; 0,8; 1; 2; 4; 6; 8 e 10
ng/mL. As solugdes foram injetadas no cromatdgrafo em 3 replicatas
cada e em 3 dias diferentes. Curvas de concentraciio de resveratrol
em funcdo da drea do pico foram construidas e a linearidade do
método na faixa de concentrac@o testada foi avaliada pela andlise
da regressdo linear.

Limites de detec¢do e quantifica¢do

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacéio (LQ) foram calcu-
lados diretamente a partir da inclinagdo (S) e do desvio padrdo do
intercepto (DP), obtidos apds a construcdo de trés curvas de calibra-
¢do. O limite de deteccdo foi expresso como LD = (3,3 x DP)/Se o
limite de quantificacdo como LQ = (10 x DP)/S.

Exatiddo

A exatiddo foi investigada contaminando as suspensdes coloidais
brancas com concentracdes conhecidas de resveratrol em trés dife-
rentes niveis (baixo, médio e alto), correspondendo as concentracdes
finais de 1,0; 2,0 e 4,0 ug/mL. As amostras foram diluidas em metanol
e centrifugadas a 5000 rpm. Uma aliquota do sobrenadante foi entéio
coletada e diluida em uma mistura de metanol:dgua (47:53, v/v). As
andlises foram realizadas em triplicata. A exatiddo foi expressa como
porcentagem de resveratrol recuperado (R%).

Precisdo

A precisido do método foi determinada por medidas da repetibili-
dade (precisdo intradia) e precisdo intermedidria (precisdo interdia). A
repetibilidade foi avaliada pela determinacio de 6 diferentes amostras
de suspensdes dos nanocarreadores lipidicos contendo 4 pug/mL de
resveratrol, no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais.
A precisdo intermedidria foi avaliada através da realizagdo da andlise
em 3 dias diferentes.

Para andlise por CLAE, as amostras foram diluidas em metanol
e centrifugadas a 5000 rpm. Uma aliquota do sobrenadante foi entéo
coletada e diluida em uma mistura de metanol:dgua (47:53, v/v).
As dreas dos picos foram determinadas e comparadas. A precisdo
foi expressa como percentagem do desvio padrao relativo (DPR%).

Determinacio do teor e eficiéncia de encapsulacao do
resveratrol

Para a determinacdo do teor de resveratrol (concentracdo total),
uma aliquota de cada suspensio coloidal ou do hidrogel foi quanti-
tativamente transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL e o
volume final foi completado com metanol. Apds, as amostras foram
centrifugadas e uma aliquota do sobrenadante foi diluida em uma
mistura de metanol:dgua (47:53, v/v). As amostras foram injetadas
no cromatdgrafo em triplicata e as dreas médias dos picos referentes
ao resveratrol foram comparadas com a drea do pico de uma solugio
padrdo de concentragio conhecida. A concentracio foi expressa em ug
de resveratrol por mL de suspensao. A eficiéncia de encapsulacdo (EE
%) foi estimada como sendo a diferenca entre a concentragdo total de
resveratrol e aquela encontrada no ultrafiltrado, obtido apds ultrafil-
tragdo/centrifugacao das suspensdes coloidais utilizando unidades de
filtragdo Ultrafree - MC (100.000 MWCO, Millipore, EUA). A recu-
peragdo do resveratrol nas suspensdes nanocarreadoras foi calculada
como sendo o percentual da concentragio total de fairmaco encontrado
nas suspensdes em relacdo a quantidade inicial adicionada.
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Avaliacao da viscosidade dos hidrogeis contendo
nanocarreadores lipidicos

A caracterizagdo reoldgica dos hidrogeis foi realizada usando-se
um viscosimetro rotacional Brookfield DV-II +, com adaptador de
pequenas amostras e spindle SC4-18 (Brookfield Engineering La-
boratories, Middleboro, EUA), acoplado ao software Rheocalc. As
amostras de hidrogeis de resveratrol foram mantidas a temperatura
ambiente e submetidas a velocidades de rotagdo de 5, 10, 20 e 30
rpm, respeitando os limites de torque (entre 10 e 100%). Os valores
de tensdo de cisalhamento e viscosidade, em func¢do do gradiente de
cisalhamento, foram avaliados e comparados.

Avaliacao da morfologia

Uma aliquota de cada um dos hidrogeis contendo nanocarreado-
res lipidicos brancos (sem farmaco) foi transferida para recipientes
de teflon e colocados em estufa a 45 °C até completa evaporacdo
da dgua. Os filmes obtidos a partir dos hidrogeis foram fixados em
porta-amostras e recobertos com uma fina camada de ouro. As amos-
tras foram analisadas por microscopia eletronica de varredura com
canhdo de emissdo de campo (SEM-FEG) (Jeol ISM-6701F, Jap3o),
com tensdo de aceleracao de 5,0 kVa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A administra¢do cutinea ainda € considerada um desafio na drea
farmacéutica, visto que o estrato cérneo impde uma barreira a pas-
sagem de farmacos, dificultando o alcance do mesmo nas diferentes
camadas da pele. Diferentes estratégias tém sido testadas com o
objetivo de romper a barreira imposta pela camada cérnea e aumen-
tar a passagem de farmacos através da pele, incluindo o emprego de
sistemas nanoestruturados lipidicos.*** O aumento da superficie de
contato do formaco com os cornedcitos, o efeito oclusivo provocado
sobre a pele, a rdpida e constante libera¢do do farmaco e a a¢do do
surfactante sobre a permeabilidade parecem estar envolvidos no
aumento da permeagdo cutanea de farmacos a partir destes nanocar-
readores.**® Assim, buscando obter formulagdes destinadas a admi-
nistracdo tépica cutinea, a encapsulaciio do resveratrol em sistemas
nanoestruturados lipidicos foi realizada usando o método de difusao
do solvente a quente para a preparacgao das suspensdes coloidais.

Neste trabalho foram empregados a triestearina e o dleo de ri-
cino como lipidio sélido e liquido, para obtengdo da fase oleosa da
preparacgdo, e a lecitina de soja e o Solutol HS 15, como surfactantes
lipofilico e hidrofilico, respectivamente. Estudos anteriores realizados
em nosso laboratério mostraram que em fun¢ao da composicio das
formulagdes, ou seja, tipo de lipidio e concentrag¢do de Solutol HS 15
na fase aquosa, nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), nanoemulsdes
(NE) e microemulsdes (ME) podem ser obtidas. Neste caso, NLS e
NE foram obtidas usando Solutol HS 15 0,1%. As ME foram obtidas
com o uso de Solutol HS 15 1%.%

Validac¢iio da metodologia analitica

A capacidade dos sistemas nanoestruturados lipidicos em incor-
porar o resveratrol foi avaliada e comparada, usando-se para isso 0s
parametros de teor de formaco e eficiéncia de encapsulacdo. Para tal,
um método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi
desenvolvido e validado, de modo a garantir que ele gere informa-
¢oes confidveis e interpretaveis das amostras. Diferentes propor¢des
de metanol e dgua foram testadas como eluente, variando de 40:60
a 60:40 (v/v). O melhor desempenho cromatografico foi alcangado
quando a mistura de metanol:dgua 47:53 (v/v) foi empregada como
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eluente, com um fluxo de 1 mL/min. Nestas condi¢des, o tempo de
retencdo do resveratrol foi em torno de 4,6 min. A especificidade do
método foi avaliada por meio da andlise das suspensdes coloidais e
dos hidrogeis contendo os nanocarreadores lipidicos sem farmaco.
Os cromatogramas mostraram que o método € especifico e ndo ha
nenhuma interferéncia ou sobreposi¢do dos excipientes com o pico
de resveratrol.

A linearidade de resposta do detector foi avaliada para as vérias
solugdes padrdes no intervalo de 0,4-10 ug/mL. Os valores mé-
dios calculados para o coeficiente de correlagdo (1> = 0,9999, y =
173978.4x - 9990,8) indicaram linearidade da curva de calibragdo. A
validade dos ensaios foi verificada por meio da analise da variancia
(ANOVA), a qual confirmou a linearidade do método (Fcal > Fcritico;
p > 0,05). Os valores de LD e LQ calculados foram 0,09 e 0,26 pg/
mL, respectivamente, indicando a sensibilidade do método para a
quantifica¢@o do resveratrol nos sistemas nanoestruturados lipidicos.

O ensaio de exatiddo foi realizado por meio da avalia¢do da recu-
peracdo do resveratrol apds contaminagdo das suspensoes coloidais
brancas com uma solugao padrao do fairmaco em trés diferentes niveis.
Os resultados mostraram a inexisténcia de diferencas significativas
entre os valores de concentracdo de resveratrol tedricos e encontrados.
Os valores de recuperacdo obtidos variaram entre 97,5-101,73%,
satisfazendo os critérios de aceita¢do do estudo. Os valores de DPR
obtidos na avaliagdo da precisdao do método foram menores que 5%,
indicando uma variabilidade intradia e interdia satisfatéria. A quan-
tidade de resveratrol encontrada em 3 dias diferentes foi equivalente
para todas as suspensdes coloidais testadas (P < 0,05). O conjunto dos
resultados de validac@o indicou que o método de cromatografia em
fase reversa desenvolvido para determinagdo do resveratrol nos sis-
temas nanoestruturados lipidicos € especifico, linear, exato e preciso.

Caracterizacio fisico-quimica das suspensoes coloidais

A Tabela 1 demonstra as caracteristicas de tamanho e potencial
zeta das suspensdes coloidais preparadas na auséncia e na presenga
de diferentes quantidades iniciais de resveratrol. Como pode ser
observado, o didmetro médio das particulas das suspensdes coloidais
brancas variou em fun¢do do tipo de nanocarreador lipidico, sendo
de 221, 119 e 22 nm para as NLS,, NE, e ME,, respectivamente. A
adic@o do resveratrol as formulacdes ndo afetou o didmetro médio
das particulas. O indice de polidispersdo, que fornece informagdes
sobre a homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, foi baixo
(< 0,3) para todas as dispersdes obtidas, indicando a formacio de
sistemas monodispersos. As andlises de potencial zeta indicaram a
obtencdo de particulas de carga negativa, decorrentes da presenca da
lecitina, sendo observada uma redu¢d@o nos valores de carga superficial
nas microemulsdes, provavelmente devido a presenca de maiores
concentracdes de Solutol HS 15, um surfactante ndo ionizdvel, na
interface das particulas. Apesar das variagdes observadas nos valores
do potencial zeta das formulagdes preparadas com farmaco, ndo foi
possivel afirmar a existéncia de algum efeito da quantidade inicial
de farmaco sobre a carga superficial das particulas.

Determinacio do teor, eficiéncia de encapsulacio e
recuperacao do resveratrol

Ap6s a validacdo do método analitico e andlise das suspensdes
coloidais por CLAE, o teor, a eficiéncia de encapsulacio e recupe-
racdo do resveratrol foram estimados. A eficiéncia de encapsulacio
foi maior que 94% para todas as formulagdes testadas, demonstrando
que a maior parte do formaco se encontra associado ao nanocarreador.
Entretanto, os valores de teor de farmaco variaram de 186,9 a 852,8
ug/mL, dependendo da formulagdo testada (Tabela 2).
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Tabela 1. Caracterizagio fisico-quimica dos sistemas nanoestruturados
lipidicos (n = 3)

Quantidade inicial Tamanho (nm) Potencial Zeta

de resveratrol (IP)? (mV)?
Sem farmaco NLS, 221,1 18,4 (0,255 +0,010) -353+4,1
NE, 119,2+25(0,115+0,016) -38,53+0,7
ME, 22,9 +3,8 (0,267 £ 0,02) -158+0,6
5 mg NLS, 223,9+10,7 (0,236 +0,02) -32,7+3,.2
NE, 113,8+5,8(0,121 +0,03) -28,3+4,5
ME, 21,4+£4,0(0,311 £0,05) -12,1+ 1,6
10 mg NLS, 193,2+5,1 (0,209 +0,02) -332+28
NE, 112,3+0,8(0,122+0,07) -41,3+29
ME,  19,19+0,5 (0,186 +0,03) -18,1+0,8
15 mg NLS, 203,5+9,0(0,278 = 0,05) -29,3+3,0
NE, 113,1+5,0(0,124 +0,02) -35,8+34
ME, 19,88 £0,8 (0,222 + 0,03) -17,0+2,7
20 mg NLS, 228,0+10,8 (0,254 +0,02) -342+272
NE, 117,7+£2,2 (0,127 £ 0,01) -40,6 £2,7
ME,  19,37+0,3 (0,178 +0,03) -17,0+2,6

Entre paréntesis: indice de polidispersdo (IP)

Tabela 2. Resultados de teor e recuperacao do resveratrol nas suspensoes
coloidais de nanocarreadores lipidicos (n = 3)

Quantidade inicial de Teor de resveratrol Recuperacio
resveratrol (ug/mL)* (%)
5 mg NLS, 186,9 + 14,9* 74,76 5,95
NE, 190,1 + 12,4¢ 79,04 = 0,85
ME, 199,0 = 8,0° 79,93 3,20
10 mg NLS, 350,7 = 19.4° 70,15 + 3,87
NE, 415,2 +20,3¢ 83,05 + 4,06
ME, 412,2 + 13,5¢ 82,45 £ 2,69
15 mg NLS, 212,1 £9,6° 28,28 + 1,29
NE, 338,8 £20,2¢ 45,17 +2,69
ME, 619,3 +25,2¢ 82,03 3,36
20 mg NLS, 206,3 + 35,4¢ 20,63 +3,54
NE, 327,0 £ 6,0 32,70 = 0,60
ME 852,8 + 3,46 85,28 0,35

T

*Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias (p <0,001).

A andlise estatistica demonstrou que o teor de firmaco variou
significativamente em fun¢@o do tipo de nanocarreador (NLS, NE
e ME) e da quantidade inicial de resveratrol, visto que valores de
F . 1cuiado foram maiores que F, .., (0= 0,05) (Tabela 3).

Ap6s a aplicacdo do teste de Tukey, verificou-se que com a menor
quantidade de farmaco (5 mg) ndo houve diferengas significativas
entre os teores encontrados nas suspensdes coloidais de NLS, NE
e ME. Diferencas foram encontradas entre os carreadores quando a
concentracdo inicial de farmaco foi igual ou maior que 10 mg, com
valores de recuperagdo variando entre 70 e 80%. Contudo, com a
adi¢do de 15 ou 20 mg de resveratrol, os valores de recuperagio nas
NLS e NE reduziram drasticamente, enquanto se mantiveram elevados
para as ME. Entre os trés tipos de carreadores, as NLSs demonstraram
uma menor capacidade de incorporar o resveratrol. De fato, as NLS
tém demonstrado uma limitada capacidade de incorporar farmacos,
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Tabela 3. Resultados da andlise da varianca realizada para avaliar o efeito do
nanocarreador e da quantidade inicial de resveratrol sobre o teor de fairmaco
nas suspensoes coloidais

Origem da variagdio ~ Soma dos  Graus de QuadradoF_ 0" Fico
quadrados liberdade = médio
Tipo do nanocarreador 504294,5 2 252147,2 785,2 3,40
Quantidade inicial de  363922,7 3 121307,5 377,7 3,00
resveratrol
Interagdo 467852,3 6 779753 242,8 2,50
Dentro dos grupos 7706,8 24 321,1
Total 1343776,4 35 38393,6
* a=0,05.

devido a baixa solubilidade das substancias na fase oleosa fundida e
a formacdo de um cristal perfeito apés a solidificac@o das particulas,
o qual € constituido de arranjos de lipidio altamente organizados que
limitam o espaco para a acomodag¢@o das moléculas ou cristais de
farmaco.>'*$4 Por outro lado, para as microemulsdes, os valores de
recuperacio elevados evidenciaram a alta capacidade de tais sistemas
em solubilizar farmacos hidrofébicos. De fato, as microemulsdes
podem incorporar grandes quantidades de farmacos devido a alta
capacidade de solubilizagdo.” De acordo com os resultados, o teor
maximo de resveratrol encontrado nas suspensdes coloidais foi de cer-
cade 350,415 e 852 pg/mL para as NLS, NE e ME, correspondendo
a7; 8,3 e 17% de farmaco em relagdo a massa de lipidio empregada
nas formulagdes, respectivamente.

Considerando a solubilidade aquosa do resveratrol que € de
unicamente 0,03 mg/mL, a obteng@o das microemulsdes permitiu o
aumento da concentragdo deste farmaco em até 28,4 vezes, podendo
esta concentrag@o ainda ser maior, visto que a adi¢@o de quantidades
iniciais maiores de resveratrol nao foram testadas.

O teor de resveratrol também foi investigado ap6s a incorporacio
da HEC nas suspensoes coloidais. Os valores encontrados foram de
359,2 + 23,8;430,1+ 18,4 e 425,7 + 20,2 para NLS, NE,, e ME_
respectivamente, quando 10 mg de resveratrol foram adicionados as
formulagdes. Para as microemulsdes (ME, ) preparadas com uma
quantidade inicial de 15 e 20 mg, os valores foram de 637,8 £22,9¢
859,2 + 6,1, respectivamente. Estes valores foram similares aos encon-
trados nas suspensdes coloidais, conforme demonstrado na Tabela 2.

Avaliacio da morfologia dos hidrogeis

As fotomicrografias obtidas a partir dos filmes formados a partir
dos hidrogeis encontram-se demonstradas na Figura 2. A presenca de
particulas dispersas na matriz polimérica da HEC pode ser observada
em todas as amostras analisadas. Entretanto, diferencas na morfologia
das particulas podem ser verificadas nas micrografias. Enquanto os
filmes contendo a nanoemulsdo e a microemulsdo exibem estruturas
de formato esférico, o filme contendo nanoparticulas lipidicas séli-

Quim. Nova

das € caracterizado por apresentar particulas com faces quadradas,
caracteristico de sistemas isométricos cubicos. Isto provavelmente
decorre do fato da nano e microemulsdo serem formadas a partir de
um lipidio liquido (6leo de ricino), enquanto que a nanoparticula
lipidica sélida € formada a partir de um lipidio sélido a temperatura
ambiente, em que as moléculas do mesmo sdo dispostas de maneira
mais organizada na estrutura da particula.

50KV X18,000 WD 8.0mm

Figura 2. Fotomicrografias dos filmes obtidos a partir dos hidrogeis de HEC
obtidas por microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-
FEG). (a) Gel branco; (b) hidrogel-NLS; (c) hidrogel-NE; (d) hidrogel-ME

Analise reolégica dos hidrogeis de HEC

Os geis contendo os diferentes nanocarreadores lipidicos e o gel
puro (sem nanocarreadores) exibiram comportamento ndo newto-
niano, em que a viscosidade dependeu da tensdo de cisalhamento
aplicada (Tabela 4). Nestes resultados foi verificada a reducdo da
viscosidade dos hidrogeis com o aumento da tensio de cisalhamento,
caracteristico de fluidos que apresentam comportamento pseudoplds-
tico. Por outro lado, foi observado um aumento da viscosidade dos
geis contendo os nanocarreadores lipidicos em relacdo ao gel puro,
sendo que o aumento mais pronunciado ocorreu nos geis contendo
NLS, provavelmente devido a presenca de particulas sélidas na pre-
paragdo. Entretanto, estudos mais aprofundados sao ainda necessarios
para compreender as interagdes existentes entre agente gelificante e
nanocarreador.

CONCLUSAO
NLSs, NEs e MEs contendo resveratrol foram obtidas por um

método simples de formacdo de emulsdo e difusdo do solvente a
quente, variando somente a composi¢ao da formulacdo. O método

Tabela 4. Resultados obtidos na caracterizagio do gel de HEC puro e contendo os nanocarreadores lipidicos

Velocidade de  Gradiente de Gel de HEC puro hidrogel-NLS hidrogel-NE hidrogel-ME
rotacdo (rpm)  cisalhamento
(s1) T n T n T n T n
(D/cm?) (cP) (D/cm?) (cP) (D/cm?) (cP) (D/cm?) (cP)
5 6,6 6,2 94,2 9,3 141,6 6,9 104.4 7,21 109,2
10 13,2 12,6 95.4 17,6 133,8 13,5 102,6 13,8 104,4
15 26,2 25,0 94,8 33,7 127.8 26,5 100,3 26,9 102,0
20 39,6 38,8 93,0 nd nd 39,9 98,4 39,2 99,8

Nd: Nao determinado; Torque > 100%. T: Tensdo de cisalhamento, 1: viscosidade
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de CLAE desenvolvido para quantificar o resveratrol nas suspensoes
e hidrogeis demonstrou ser especifico, linear, exato e preciso. Apesar
de terem sido obtidos valores de eficiéncia de encapsulacio elevados
em todas as formulagdes, o teor de resveratrol variou significativa-
mente em fun¢@o do tipo de carreador e da quantidade inicial de
farmaco adicionado na fase orginica da preparacdo. Dentre os trés
tipos de nanocarreadores lipidicos, as MEs exibiram uma maior ca-
pacidade de incorporar o resveratrol, sendo que a concentragdo final
na dispersdo foi cerca de 28 vezes maior que a solubilidade aquosa
do mesmo. A incorporacido de HEC na fase aquosa das suspensdes
coloidais proporcionou a obtenc¢do de sistemas pseudopldsticos. A
presenga dos nanocarreadores conduziu ao aumento da viscosidade
do gel de HEC, sobretudo quando as NLSs foram empregadas. Os
resultados indicaram que as suspensdes coloidais lipidicas obtidas
neste estudo podem potencialmente ser exploradas como carreadores
para administracdo topica do resvetrarol.
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