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RESUMO

Quitossomas sdo lipossomas revestidos por quitosana que representam uma alternativa
aos lipossomas convencionais, no sentido de apresentarem uma melhor estabilidade e
bioadesividade, caracteristicas interessantes para formulacdes destinadas a via cutanea.
Este trabalho teve como objetivo preparar e caracterizar suspensdes de quitossomas
contendo diferentes concentragdes de melatonina (MEL) e avaliar in vivo a capacidade
antioxidante da MEL associada aos quitossomas a partir da incorporacao destes em
hidrogéis. As suspensoes de lipossomas e quitossomas apresentaram diametros médios
entre 150 nm e 254 nm, indices de polidispersdao em torno de 0,4, valores de potencial
zeta entre -38 mV e -28 mV, pH em torno de 4,0, teor médio de MEL préximo a 100
% e eficiéncia de encapsulagdo entre 31,4 % e 60,8 %. Os resultados obtidos por raios-
X a baixo angulo revelaram a presenca de estruturas unilamelares, também observadas
nas fotomicrografias de microscopia eletronica de transmissdo. O estudo de
estabilidade indicou que, no periodo de 90 dias, as suspensdes de lipossomas
apresentaram reducdo nos valores de didmetro médio e de polidispersdo, mas os
valores de potencial zeta e do teor de MEL ndo sofreram alteragdes. As suspensdes de
quitossomas permaneceram estaveis em relacdo a estes pardmetros. Os resultados
obtidos por Turbiscan LAb® foram semelhantes aos resultados demonstrados no estudo
de estabilidade. As suspensdes de lipossomas, de quitossomas e a solugdo
hidroalcoélica da MEL foram incorporadas em hidrogéis de Natrosol” e apresentaram
comportamento reolégico pseudoplastico. Os graficos de Turbiscan LAb® mostraram
que os hidrogéis ndo apresentaram tendéncia a instabilidade. Os ensaios de estresse
oxidativo revelaram uma maior protecdo da pele dos camundongos que receberam
tratamento topico com hidrogéis contendo MEL frente aos efeitos deletérios gerados
pela radiagdo UVA, apresentando menores niveis de formagao de radicais livres e
maiores niveis de tiois totais, comparados ao grupo submetido somente a radiacao UV.
As peles que receberam tratamento topico com o hidrogel contendo MEL associada
aos quitossomas apresentaram uma maior atividade da superoxido desmutase em

relagdo aos demais tratamentos, indicando uma maior proteg¢do cutanea.

Palavras-chave: quitossomas, melatonina, estresse oxidativo.









ABSTRACT

Chitosomes are chitosan coated liposomes that represent an alternative to conventional
liposomes since they present a better stability and bioadhesivity, characteristics which
are interesting for formulations intented to cutaneous administration. The aim of this
work was to prepare and characterize different concentrations of melatonin (MEL)
loaded in chitosome suspensions and to evaluate, in vivo, the antioxidant capacity of
MEL associated to chitosomes and incorporated in hydrogels. The liposome and
chitosome suspensions presented mean diameters between 150 nm and 254 nm,
polidispersity indexes around 0.4, zeta potential values between -38 mV and -28 mV,
pH values close to 4.0, MEL content close to 100 % and encapsulation efficiency
between 34.4 % and 60.8 %. The small angle X-rays analysis revealed the presence of
unilamelar structures, also observed by transmission electronic microscopy. The
stability studies indicated that, within 90 days, the liposome suspensions had a
decrease in mean diameter values and in polydispersity indexes, but no alterations
were detected in zeta potentials and MEL content. The chitosome suspensions
remained stable in relation to these parameters during 90 days. The Turbiscan LAb®
results were similar to those found in the stability studies. The liposome and chitosome
suspensions and the hydroalchoholic melatonin solution were incorporated into
Natrosol® hydrogels and presented pseudoplastic rheological profiles. The Turbiscan
LAb® results showed that the hydrogels did not present instability tendency. The
oxidative stress assays revealed an increase in mouse skin protection of those that were
treated with hydrogels containing MEL, presenting free radical lower levels and total
thiols higher levels compared to the group only submitted to UVA radiation. The skin
that received hydrogels containing MEL associated to chitosomes presented higher
superoxide dismutase activities compared to the other treatments, indicating a better

cutaneous protection.

Key words: chitosomes, melatonin, oxidative stress.
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Introducao

A pele, por ser a primeira regido a ser exposta aos raios solares, sofre danos
foto-oxidativos causados pela radiagao UV. Estudos demonstram que a radiacio UVA
¢, pelo menos, tdo mutagénica e carcinogénica quanto a UVB, pois tem uma maior
penetracdo cutanea. Estudos recentes apontam que espécies reativas de oxigénio, como
anion superoxido (O, ), radical hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H,0,) sdo
responsaveis pelos danos induzidos pela radiagdo UV, podendo causar cancer de pele,
fotoenvelhecimento e desordens inflamatdrias cutaneas. Os radicais livres promovem
danos nas membranas celulares através da peroxidacao lipidica, alterando a estrutura
dos fosfolipideos que as constituem. Além disso, a reatividade dos radicais livres faz
com que haja a gera¢do de uma reacdo em cadeia formadora de mais espécies reativas,

desencadeando uma seqiiéncia de efeitos destrutivos (INAL et al., 2001).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) (MEL) ¢ um horménio produzido,
principalmente, pela glandula pineal dos vertebrados sendo também detectada em
outros 0rgaos € em outros organismos como, por exemplo, nas plantas e bactérias. As
propostas de utilizac¢do clinica da MEL estao relacionadas ao controle e tratamento de
afeccdes ligadas ao ritmo circadiano (ARENDT, 1995) e, mais recentemente, as agcdes
protetoras ligadas ao efeito antioxidante desta molécula (EPSTEIN, 1997; BEYER et
al., 1998). A primeira abordagem tem sido empregada em estudos de controle dos
disturbios do sono e aqueles decorrentes de desajuste do reldgio endogeno em relagao
ao ciclo geofisico (jet lag) ¢ em individuos que trabalham em horarios irregulares
(trabalhadores de turnos). A segunda abordagem fundamenta-se na atuacdo da MEL
como uma potente seqliestradora de radicais livres, principalmente de radical hidroxila
(OH") e peroxidrila (ROO’). Uma vez que apresenta absor¢ao oral varidvel, curto
tempo de meia-vida, baixa biodisponibilidade oral, sofre extenso metabolismo de
primeira passagem e possui baixo peso molecular (232,28 g/mol), a MEL torna-se uma
boa candidata para incorporagdo em sistemas de liberacdo controlada em vias de
administragdo alternativas como, por exemplo, os sistemas transdérmicos e tOpicos

carreadores de farmacos (DREHER et al., 1998).



Introducao

O conceito de vetorizagdo surgiu como resposta aos inconvenientes
apresentados pela terapia sist€émica convencional. A vetorizacdo ¢ uma estratégia
terapéutica que visa modular a distribui¢do de uma substdncia por meio da sua
associacdo a um vetor ou sistema carreador. Assim, as caracteristicas fisico-quimicas
do mesmo, e nao somente aquelas do farmaco passam a governar o perfil de
distribuicdo tecidual do ativo ou do farmaco. Os sistemas utilizados sdo de natureza
variavel, mas o principio geral da vetorizagdo ¢ o mesmo e consiste na liberagdo do
farmaco de forma preferencial no 6rgdo ou célula-alvo, permitindo deste modo,
acentuar o efeito farmacologico e reduzir possiveis efeitos colaterais (CALVO et al.,

1996). Esta abordagem também vem sendo estudada para a administragdo seletiva de

substancias na pele.

Dentro do conceito de vetorizacdo, diferentes estruturas nanométricas tém sido
estudadas para encapsular farmacos com intuito de modular e/ou otimizar sua agao
terapéutica como, por exemplo, os lipossomas. As vantagens de utilizar estas
estruturas coloidais sdo a similaridade com as membranas biologicas e, também, a
versatilidade destes sistemas, que podem sofrer alteracdes na superficie conforme o
alvo desejado (IMURA et al., 2003). Na atualidade, sistemas que lhes garantam uma
maior estabilidade frente a diferentes meios e que os impecam de desestruturar e
perder os compostos encapsulados tém sido estudados. Dentre as abordagens
inovadoras, destaca-se a modificacdo da superficie dos lipossomas através do seu

revestimento com polimeros.

A utilizagdo de polimeros naturais vem recebendo atenc¢do crescente de diversas
areas de pesquisa, em especial, o biopolimero quitosana. A quitosana ¢ um
polissacarideo natural e apresenta propriedades que a tornam bastante atraente: baixo
custo, biodegradabilidade e bioadesividade, o que permite um maior contato da

formulag¢ao com o 6rgdo alvo ou superficie de agao (KHOR et al., 2003).

Considerando o exposto, este trabalho teve como objetivo estudar a
potencialidade da aplicacao cutianea da MEL, tendo em vista seu efeito antioxidante,

veiculada em sistemas nanoestruturados inovadores, os quitossomas (lipossomas
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modificados com quitosana). Em uma primeira etapa, os experimentos foram
centrados na preparagdo e caracterizacao fisico-quimica dos sistemas nanovesiculados
contendo MEL. Na segunda etapa, realizou-se a incorporagdo de suspensdes de
nanovesiculas selecionadas para os estudos subseqlientes em hidrogéis de
hidroxietilcelulose, bem como, a caracterizacao fisico-quimica desses semi-solidos. A
terceira etapa consistiu na avalia¢do in vivo do efeito antioxidante da MEL sobre o

estresse oxidativo induzido por radiacdo UVA em pele de camundongos.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Preparagdo, caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo biologica do efeito
antioxidante de lipossomas modificados com quitosana (quitossomas) contendo

melatonina.
2.2 Objetivos Especificos

I. Preparar lipossomas (L) e quitossomas (Q) contendo melatonina através do

método de evaporacao reversa;

II. Caracterizar fisico-quimicamente os lipossomas (L) e quitossomas (Q)
contendo melatonina quanto aos seguintes aspectos: pH, didmetro, indice de
polidispersdo, potencial zeta, fendmenos de instabilidade por Turbiscan LAb®,
espalhamento de raios-X a baixo angulo, estabilidade frente ao

armazenamento por 90 dias e eficiéncia de encapsulacao;

III. Incorporar os lipossomas (L) e quitossomas (Q) contendo ou nao
melatonina e o farmaco livre em hidrogéis de hidroxietilcelulose e caracterizar

quanto aos parametros pH, reologia e fendomenos de instabilidade por Turbiscan

LAb®;

IV. Avaliar in vivo em camundongos a eficiéncia dos hidrogéis contendo o
sistema nanovesiculado na protecdo cutanea contra estresse oxidativo induzido
por radiagdo UVA através da analise da atividade enzimatica da superoxido
desmutase (SOD) e dos niveis de radicais livres (DCF), de substancias reativas

ao acido tiobarbitarico (MDA) e de tiois totais.
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3.1 Pele

A pele ¢ o maior 6rgao do corpo e exerce inimeras fun¢des como prote¢ao,
regulacdo térmica, percep¢ao sensorial e respostas imunoldgicas. Ela ¢ constituida de
trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
1999).

A epiderme, camada superior da pele, ¢ formada por queratindcitos em
diferentes estagios de diferenciagdo celular, melandcitos (pigmento), células de
Langerhans (apresentacao de antigenos) e células de Merkel (percep¢ao sensorial). A
epiderme ¢ formada pelas camadas basal (mais interna), espinhosa, granulosa e cornea

(WYATT etal., 2003).

A camada basal ¢ a mais profunda delas e mantém-se em contato com a derme
através dos desmossomas (jungdes especializadas). E constituida por células cubicas
pouco diferenciadas que se dividem continuamente, dando origem as outras camadas.
Logo acima, encontra-se a camada espinhosa, que € formada por células cubicas (mais
profundas) ou achatadas (mais superficiais) unidas através das juncoes especializadas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999). A camada granulosa ¢ constituida por células
achatadas contendo granulos de queratina sendo responsavel pela manutengdo da
hidratagdo das camadas adjacentes, bem como, pela producao de lipideos pro-barreira
como glicolipideos, glicoproteinas e fosfolipideos. Esses lipideos e proteinas sdo
secretados por exocitose na interface entre as camadas granulosa e cornea, sendo
hidrolisados para formar ceramidas e acidos graxos livres. As ceramidas, os acidos
graxos € o colesterol, conhecidos como lipideos de barreira, formam o cimento

intercelular do estrato corneo (WYATT et al., 2003).

Os queratindcitos, que sdo a parte proliferativa da epiderme, contem queratina,
que fornece a estrutura interna. A medida que os queratindcitos amadurecem e se
diferenciam, tornam-se maiores € mais planos e acabam perdendo seus nucleos. A

etapa final da diferenciacdo dos queratindcitos ¢ a formagdao do estrato cérneo. O

13



Revisao de Literatura

estrato cérneo, portanto, protege a pele da perda de agua e evita a absorcao de agentes

nocivos (WYATT et al., 2003).

A via cutanea representa uma via de administracdo bastante atrativa e acessivel.
Ela apresenta como vantagens, em relagdo a via oral, a auséncia de metabolismo de
primeira passagem, de possiveis efeitos colaterais, bem como, um efeito sistémico
minimo e permite, também, a possibilidade de vetorizagdo de substancias ativas

quando o efeito topico ¢ desejado (GUTERRES et al., 2007).

3.2 Radiacao ultravioleta (UV)

A radiagdo solar ¢ formada principalmente por radiacdo UV, luz visivel e
infravermelho. O espectro UV abrange comprimentos de onda que variam de 100 nm a
400 nm e divide-se em trés faixas: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) ¢ UVC
(100-280 nm).

Em relagdo a absor¢do da radiacdo UV pela pele, os raios UVC, altamente
agressivos aos tecidos biologicos, sdo quase totalmente retidos/absorvidos pela camada
de ozonio. Os raios UVB, 70 % sao refletidos pela camada cornea da epiderme e 30 %
conseguem penetra-la, onde sdo absorvidos pelos queratindcitos e pela melanina.
Destes, 10 % alcancam a porg¢ao superior da derme. Os raios UVB sdo responsaveis
pelas queimaduras solares e pelas alteragdes celulares que predispdem ao cancer de
pele. Os raios UVA apresentam menor energia, porém sao mais abundantes que os
raios UVB. Cerca de 80 % dos raios UVA atingem a derme e 20% alcancam a derme
profunda. FEles atuam como principais responsaveis pelo fotoenvelhecimento,
alterando as fibras elasticas e colagenas, provocando rugas, perda da elasticidade e
manchas na pele. Tem importante participacdo destes raios nas fotoalergias e também

predispde a pele ao surgimento do cancer (NAKAGAWARA et al., 1995).
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3.3 Radicais livres

Radical livre ¢ definido como qualquer atomo, molécula ou fragmento de
molécula que contenha um ou mais elétrons desemparelhados nas suas camadas de
valéncia (HALLIWELL et al., 1989). Exemplos de radicais livres sdo: oxigénio
molecular (O,), radicais hidroxil (OH"), peroxil (ROO"), alcoxil (RO"), anion
superoxido (O,) oOxido nitrico (NO"), anion peroxinitrito (ONOO"), 4cido
peroxinitroso (OHOOH) e acido hipocloroso (HOCI). Dentre estes, OH e O, sdo os
radicais que apresentam maior importancia biologica, pois sao formados durante
processos normais, ou exacerbados, de redu¢do do O, no interior das mitocondrias
(BENZI, 1993), durante a metabolizagao de bases purinicas (LOWESTEIN, 1990) ou
devido a redug¢do do perdxido de hidrogénio (H,O,) pelo anion O, catalisada por
redutores como o Fe,’, Cu” ou ascorbato (YU, 1994). Os radicais livres e demais
moléculas que surgem em fun¢do de suas acoes oxidativas nos sistemas biologicos sdo

denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO).

Assim, antioxidante ¢ qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentragdes comparado a um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente

a oxidacdo do mesmo (HALLIWELL et al., 1989).

3.4 Melatonina (MEL)

A MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina, Figura 1), derivada do triptofano,
pertencente a classe quimica indolamina, foi primeiramente isolada a partir da
glandula pineal de bovinos e estruturalmente identificada em 1958 (LERNER et al.,
1958). Estudos recentes demonstram que também ocorre sintese extrapineal da MEL
como, por exemplo, no trato gastrintestinal (BUBENIK et al., 2002), nos olhos
(CAHILL et al., 1992), na medula d6ssea (TAN et al., 1999), no sistema imune
(especialmente em linfocitos) (CARRILLO-VICO et al., 2004), nos ovarios (ITOH et
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al., 1999), na pele (SLOMINSKI et al., 2003) sendo também encontrada em plantas
(REITER et al., 2002) ¢ em bactérias (CLAUSTRAT et al., 2005).

Figura 1. Estrutura molecular da MEL (REITER et al., 2003).

A principal via para a sintese de MEL parte da retina, que recebe os impulsos
do ciclo claro-escuro ambiental. Através do trato retino-supraquiasmatico, estes
impulsos atingem o nucleo supraquiasmatico, situado no hipotdlamo, que constitui o
reldégio biologico mestre no organismo dos mamiferos. As fibras nervosas da retina
captam a luminosidade do ambiente e transmitem essa informagdo para o nucleo
supraquiasmatico fazendo a interagdo entre o ambiente externo e o reldgio interno.
Durante o dia, a sintese de MEL, bem como o fluxo da atividade simpatica, esta
reduzida. Porém, no momento em que escurece, ocorre a ativacdo simpatica e
liberagao de noradrenalina que, através dos receptores B-adrenérgicos presentes nas
células da glandula pineal, ativa a proteina quinase A, que aumenta a sintese de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Este, por sua vez, ativa a N-acetiltransferase
que catalisa a sintese da MEL (SEABRA et al., 2000). A biossintese da MEL nos
pinealdcitos utiliza o aminoacido triptofano, pouco abundante em dietas regulares.
Pela acdo da enzima hidroxilase, o triptofano ¢ convertido em 5-hidroxitriptofano que,
pela acdo de uma descarboxilase, origina a serotonina (5-hidroxitriptamina). As
concentragdes de serotonina sdo elevadas na glandula pineal e sua conversao em MEL
envolve duas enzimas principais: a N-acetil-transferase (NAT) e a hidroxiindol-O-

metil-transferase (HIOMT). A primeira converte a serotonina em N-acetilserotonina e
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a segunda transfere um grupo metil da S-adenosil-metionina para a N-acetilserotonina,

originando a 5-metoxitriptamina (Figura 2).

CH,CH COOH TPH HO CH,CH COOH
| NH, —_— | NH,
i H
Triptofano AAAD 5-Hidroxitriptofano
¥
Hm(.ﬁg_ H,NHCOCH, i - CH, CH; NH,
NAT |
< =N
1 H
|
HIOMT | N-Acetil-serotonina HIOMT : Serotonina
|
v
tHztiH!NH{‘{}L:H} CELL | "H, CH, NH,
NAT
i N
) AAAD 5-Metoxitriptamina
Melatonina

Figura 2. Rotas biossintéticas da MEL. TPH (triptofano hidroxilase), AAAD
(Aminoacido aromatico descarboxilase), AAA (arilacilamidase), NAT (N-
acetiltransferase), HIOMT ( hidroxiindol-O-metiltransferase) (adaptado de TAN et al.,
2007).

A MEL, liberada de forma rapida e passiva na corrente sanguinea, distribui-se
para todos os Orgdos e atravessa membranas devido ao seu carater anfifilico
(ARENDT, 1995). Os niveis séricos de MEL sdo baixos durante o dia (< 10 pg/mL) e
altos durante a noite (concentracdo endogena média plasmatica ¢ cerca de 50 a 70
pg/mL), atingindo os maiores picos entre 2:00 e 4:00 horas da madrugada,
permanecendo elevados durante a noite e decaindo antes do amanhecer (BENES et al.,
1997; BRZEZINSKI, 1997, HOFFMANN et al., 1998; RANG et al., 2001; REITER et
al., 2003; BARRENETXE et al., 2004). O significado fisiologico deste aumento nos
niveis de MEL durante a noite esta provavelmente relacionado a diversos efeitos

como, por exemplo, reducdo da temperatura corporal, alteragdes dos niveis das
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monoaminas cerebrais e inducdo da sonoléncia e podem ocorrer em uma ampla faixa
de doses: desde os niveis fisiologicos (250 pg) até os farmacoldgicos (1-10 mg). A
MEL apresenta o seu pico maximo de produc¢do aos 3 anos de idade e declina de forma
consideravel entre os 60 e 70 anos, fazendo com que o idoso tenha um sono de ma
qualidade (CAGNACKCI et al., 1992; DOLLINS et al., 1994; ZAIDAN et al. 1994). A
diminui¢ao da secrecao de MEL ¢ dependente da idade e pode estar relacionada a uma
funcdo permissiva no desenvolvimento de vdarios processos degenerativos e
carcinogénicos (BEYER et al., 1998; REITER et al., 2002). Através da regulagdo do
ritmo circadiano, a secrecado de MEL estd intimamente sincronizada com o periodo de
sono. Desta forma, formulacdes orais foram desenvolvidas e sua administracao
exogena tem sido empregada para o tratamento de alguns transtornos deste ritmo
como, por exemplo, a sindrome do atraso e do avango de fase do sono (BOIVIN et al.,
2003), sindrome dos trabalhadores de turnos e jet-lag (DAHLITZ et al., 1991;
WALDHAUSER et al., 1989).

O desenvolvimento de formulagdes contendo MEL usualmente destina-se a
administragdo oral, ainda que esta apresente um curto tempo de meia-vida (varia entre
30 - 65 min). A fim de contornar este problema, a sua utilizacdo em formulacdes de
liberacao controlada foi considerada, mas devido ao extenso metabolismo de primeira
passagem € a absorcao variavel desta, a MEL apresentou baixa biodisponibilidade (<
15 %) (MALLO et al., 1990; DEMURO et al., 2000). Além disso, a MEL possui baixa
solubilidade em 4gua e dissolu¢ao lenta (LUI e FAN, 2005). Tendo em vista as
caracteristicas citadas acima, vias de administragcdo alternativas como a transdérmica
(BENES et al., 1997; KANDIMALLA et al., 1999a; KANDIMALLA et al., 1999b;
DUBEY et al., 2006), transbucal (BENES et al., 1997) ¢ intranasal (MAO et al., 2004)
tém sido investigadas. Desta forma, evita-se o metabolismo de primeira passagem e
permitem-se niveis plasmaticos sustentados. Dentre as vias de administragdo
mencionadas acima, a via transdérmica destaca-se pelo simples e facil acesso a
aplicacao de formulagdes e, também, a natureza protetora e ndo irritante da MEL
refor¢a sua potencialidade em ser incorporada a sistemas carreadores transdérmicos

(DREHER et al., 1998; KANNIKKANAN et al., 2001).
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Além dos efeitos cronobioticos, a MEL apresenta efeitos oncostaticos,
mostrando-se eficaz na redugdo do crescimento tumoral (LISSONI, 2002), da
proliferagdo de células cancerigenas (SAUER et al., 2001) e da incidéncia de
metastases (LISSONI et al., 1999). Possui efeitos sobre o sistema imune, onde a
administragao oral diaria de MEL aumenta a atividade das células NK (natural killer)
(MAESTRONI, 1993; GUERRERO e REITER, 2002), regula a expressdao génica de
varias citocinas imunomodulatérias incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
o fator de transformagdo do crescimento beta (TGF[3), os niveis de interleucina I beta
(IL-IB) e de interferon gama (INFy) (LIU et al., 2001). O aumento dos niveis
plasmaticos em humanos a noite estimula o aumento da producao timica de peptideos,
tais como timosina Ia e timulina (MOLINERO et al., 2000) e a MEL atua como um
potente inibidor da apoptose de células do sistema imune (SAINZ et al., 2000). Nos
ultimos anos, inumeras publicacdes relataram o efeito antioxidante da MEL,

enfatizando sua atuagdo como uma potente seqiiestradora de radicais livres (TAN, et

al., 1993).

3.4.1 Atividade antioxidante da MEL

A MEL aparentemente atua de diferentes formas para reduzir o estresse
oxidativo. A sua agdo antioxidante pode se dar de forma direta, ou seja, seqiiestrando
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (ALLEGRA et al., 2003), ou indireta,
atuando na ativagdo de enzimas antioxidantes (REITER et al., 2000), na estimulagdo
da sintese de glutationa, um importante antioxidante intracelular (URATA et al.,
1999), potencializando outros antioxidantes (GITTO et al., 2001), protegendo enzimas
antioxidantes de danos oxidativos (MAYO et al., 2002; 2003) ou aumentando a
eficiéncia da cadeia mitocondrial transportadora de elétrons que, conseqilientemente,
diminui o escoamento de elétrons e reduz a produgio de radicais livres (ACUNA-

CASTRO-VIEJO et al., 2002).

Tan e colaboradores (2002), baseando-se em andlises da relagdo estrutura-

atividade da MEL, apontam o grupamento indol da molécula como o centro reativo da
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interagao com substancias oxidantes devido a sua elevada estabilidade de ressonancia
e baixa energia de ativacdo nas reacdes com radicais livres. Os grupamentos metoxi e
amida também contribuem significativamente para a capacidade antioxidante da MEL.
O grupamento metoxi no C5 impede que a molécula apresente atividade pro-oxidativa.
A substitui¢ao deste grupamento por uma hidroxila (sob condigdes adequadas in vitro)
tende a aumentar sua capacidade antioxidante, porém diminui sua lipofilia e aumenta
seu potencial pro-oxidativo. Os mecanismos de interacdo da MEL com espécies
reativas provavelmente envolve a doacao de um elétron originando o cation melatonil,
ou através da adicdo de um radical no C3. Outras possibilidades incluem a doagao do
hidrogénio a partir do 4&tomo de nitrogénio ou a substituicdo nas posigdes C2, C4, C7 e
a nitrosacdo. Diferentemente dos antioxidantes classicos, a MEL nao apresenta
atividade pro-oxidativa, assim como seus intermedidrios gerados a partir da interagao
desta com radicais livres, que também atuam como seqiiestradores de espécies
reativas. Este fendmeno é conhecido como a reagdo da cascata seqiiestradora de
radicais livres da familia MEL. Devido a este fato, uma molécula de MEL tem o
potencial de captar at¢ 4 vezes mais espécies reativas quando comparada a

antioxidantes classicos.

Schaffazick e colaboradores (2005) prepararam nanocapsulas, nanoesferas e
nanoemulsdes contendo MEL nas concentragdes de 200 uM e 400 puM e avaliaram as
propriedades protetoras de cada formulagdo frente a peroxidagao lipidica induzida pelo
radical ascorbil. Como substratos da lipoperoxidagdo, foram utilizados lipossomas e
microssomas. Comparando as diferentes formulacdes contendo MEL, em ambas as
concentragdes, com seus respectivos controles (sem MEL), verificou-se que houve
protecao significativa dos lipideos contra a peroxida¢dao na presenca da MEL em uma
faixa de 8 a 51 %. Observou-se que na dose de 400 uM, comparando as diferentes
formulagdes de nanocarreadores contendo MEL com uma solu¢do aquosa de MEL, a
atividade antioxidante do farmaco foi significativamente aumentada quando associada
as suspensdes coloidais e, os lipossomas, utilizados como substrato. Observou-se,
também, que utilizando microssomas como substrato somente as formulacdes que

continham polimero em sua composi¢do (nanocdpsulas e nanoesferas) demonstraram
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um aumento significativo no efeito antioxidante da MEL Este fato foi explicado pela
maior taxa de encapsulagdo da MEL nas formulagdes que apresentavam polimero em
sua composi¢do, as nanocdpsulas e as nanoesferas (55 %). As nanoemulsdes
apresentaram taxa de encapsulacdo de 33 %. Desta forma, este trabalho demonstrou
que o polimero presente nas suspensdes de nanocarreadores permitiu maiores taxas de
encapsulacdo de MEL, promoveu uma maior aderéncia destes aos substratos e,

portanto, contribuiu para um maior efeito antioxidante da MEL.

Em outro estudo, Schaffazick e colaboradores (2008) compararam, in Vivo, o
efeito antioxidante agudo da administragdo intraperitoneal de uma suspensdo de
nanocapsulas contendo MEL com a administragdo de uma solucdo aquosa da mesma
avaliando tecidos cerebrais (cortex e hipocampo) e o figado de camundongos. Os
parametros analisados foram a lipoperoxidacdo, a partir dos niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico, a reatividade antioxidante total das formulagdes
testadas e os niveis de radicais livres formados a partir da administracio das
formulacgdes. Os resultados demonstraram que a administragdo da solugdo aquosa de
MEL nao exerceu efeito antioxidante frente aos parametros analisados nos diferentes
tecidos. Por outro lado, a administracao da suspensdo de nanocapsulas contendo MEL
reduziu significativamente a lipoperoxidagdo em todos os tecidos analisados e, no
hipocampo, aumentou a reatividade antioxidante total. Nao foi observada alteragdo

significativa dos niveis de radicais livres nos tecidos.

Dreher e colaboradores (1998) verificaram os efeitos protetores de diferentes
antioxidantes (vitamina C, vitamina E ¢ MEL) isolados e combinados, em um estudo
randomizado realizado em humanos. As solugdes dos antioxidantes [vitamina C: 0-5
% (m/m), vitamina E: 0-2 % (m/m) e MEL: 0-2,5 % (m/m)] foram aplicados
topicamente, em regido delimitada, 30 minutos antes da exposic¢ao aos raios UV e seus
efeitos foram avaliados logo apds a exposi¢do, 6 horas, 24 horas e 48 horas apos o
tratamento. O fator de protegdo solar (FPS) in vitro das formula¢des de antioxidantes
também foi determinado, assim como as caracteristicas de absor¢ao destas substancias
na regiao do UV. Os resultados obtidos apontam que a combinacdo de MEL [1 e 2,5 %

(m/m)) com as vitaminas C (5 % (m/m)) e E (2 % (m/m)] apresentou uma maior agao
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protetora contra eritema induzido por raios UV quando comparada aos seus efeitos
1solados. As formulacdes que continham MEL apresentaram absorcao UVB/UVC
significativa de forma dose-dependente. O FPS estimado para as formulagdes que
continham MEL foi de 1,4-1,7 [1 % (m/m)] e de 2,0-2,2 (2,5 % (m/m)],

independentemente da presenga das vitaminas C e E.

Saija e colaboradores (2002) investigaram, por calorimetria diferencial
exploratéria (DSC), a interacio da MEL com modelos de membranas (vesiculas
unilamelares e multilamelares de dimiristoilfosfatidilcolina) e sua possivel implicagdo
na atividade fotoprotetora da MEL. A atividade antioxidante da MEL foi testada em 2
modelos experimentais in vitro: a peroxidacao induzida por radiagdo UV (UVC) nas
vesiculas multilamelares e a atividade seqiiestradora de radicais contra o 6xido nitrico
(NO). No teste de peroxidacao induzida por UV, a dispersdao de lipossomas ficou
exposta a radiacio UVC durante 1,5 h com dose correspondente a 105 erg/mm?/s. A
este sistema foram adicionadas diferentes concentracoes de MEL (0,1-1,5 mM) para
posterior doseamento dos niveis de malondialdeido (MDA), produto final da
degradacdo de acidos graxos. No teste de verificacdo da atividade seqiiestradora de
radicais da MEL contra o NO, a solucdo do farmaco foi diluida em diferentes
concentragdes € incubada com uma solucao de nitroprussiato de sodio. Desta forma, as
concentragdes de nitrito foram determinadas espectrofotometricamente e comparadas a
uma solugdo padrdo. Os resultados dos testes antioxidantes in Vitro mostraram um
efeito protetor da MEL, que inibiu significativamente a formag¢dao de MDA e de NO de
forma dose-dependente. Os autores sugerem que o efeito fotoprotetor da MEL foi,
provavelmente, decorrente da acdao captadora de radicais livres (neste caso o NO) e,
também, pela atuagdo como um filtro que absorve a radiagdo UV. Os resultados de
DSC evidenciaram uma boa capacidade de interagdo da MEL com as membranas uni-
e multilamelares, ocasionando um efeito fluidificante nas mesmas, o que pode facilitar
seu efeito protetor diante dos danos gerados pela lipoperoxidagdao. Além disso, a MEL
apresenta a capacidade de atravessar biomembranas, o que pode auxiliar a prote¢ao

dos componentes intracelulares contra danos de peroxidagao.
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3.5 Lipossomas

Lipossomas, ou vesiculas lipossdmicas, sdo estruturas coloidais, geralmente
esféricas, formadas a partir da agregagdo espontanea de (fosfo) lipideos em solugdo
(BANGHAM et al., 1965). Apresentam um nucleo interno aquoso delimitado por uma
ou mais membranas constituidas de moléculas fosfolipidicas que se associam em
bicamadas e possuem carater anfifilico, podendo encapsular tanto substancias
hidrofilicas quanto substancias hidrofobicas (POLOZOVA et al., 1999). As vesiculas
podem diferir quanto ao tamanho de particula (diametros que variam de 15 nm a 100
um) e forma (particulas individuais ou fundidas). A partir de uma mesma composicao
quimica, estes parametros irdo depender exclusivamente dos métodos de preparacao
(hidratacao do filme, injecdo de solvente organico e evaporagdo em fase reversa)
(BANGHAM et al., 1965; BATZRI et al., 1973; DEMER et al., 1976), uma vez que,
as vesiculas lipossdmicas geralmente sdo metaestdveis. Isto €, a entalpia livre do
sistema vesicular nao estd em equilibrio com o ambiente. Como resultado, as vesiculas
tendem a alterarem, com o tempo, sua lamelaridade, didmetro, distribuicdo de
diametro e formato. Entretanto, estas possiveis alteracdes nao afetam a qualidade do
sistema, uma vez que, as propriedades da fosfatidilcolina (componente base dos
lipossomas, Figura 3) permanecem inalteradas. Suspensdes de lipossomas estaveis
provavelmente apresentam vesiculas com diametros entre 100 a 300 nm

(LAUTENSCHLAGER, 2006).

Tendo em vista as caracteristicas estruturais dos lipossomas, estes vém sendo
intensamente estudados, comprovando sua potencialidade como sistemas carreadores
de farmacos como, por exemplo, na vetorizagdo para ce€lulas especificas, reduzindo os
efeitos colaterais apresentados pelos tratamentos convencionais contra o cancer
(HAYASHI et al., 2000) ¢ na terapia génica, encapsulando os genes nas vesiculas
lipossomicas (NISHIKAWA et al., 2000). Além disso, os lipossomas vém sendo

amplamente incorporados em formulacdes farmacéuticas e cosméticas.
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A utilizagdo dos lipossomas visa a administragdao de faArmacos por via cutanea e
parenteral, com liberacdo controlada, diretamente no local de acdo. Dessa forma,
ocorre diminui¢do de efeitos colaterais e uma maior eficiéncia terapéutica dos
farmacos, pois apresentam a vantagem de mimetizar as membranas bioldgicas
(IMURA et al., 2003), facilitando a penetragdo da formulagao ¢ também sdo passiveis

de sofrerem alteragdes estruturais de acordo com a acao desejada.

]
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Figura 3. Estrutura molecular da fosfatidilcolina.

Dubey e colaboradores (2006) prepararam lipossomas elasticos contendo MEL
em concentragdes crescentes [0,1, 0,5, 1,0, 1,2, 2,0 % (m/m)] a fim de verificar a
capacidade maxima de encapsulacdo. A concentracdo de fairmaco em que ocorreu a
maxima taxa de associacao foi a de 1,0 %. Lipossomas eldsticos sdo vesiculas lipidicas
ultradeformaveis e consistem de uma combinacao de fosfatidilcolina com desoxicolato
de sédio, que originam membranas flexiveis. Utilizando microscopia confocal de
varredura a laser e pele da regido abdominal de caddver humano, verificaram que
lipossomas elasticos contendo MEL apresentaram um melhor fluxo transdérmico (51,2
+ 221 pg/cm’h), um menor tempo de lag time (1,1 h) quando comparados a
lipossomas convencionais € a solugdo de MEL e um oOtimo coeficiente de
permeabilidade (15,06 = 0,52 cm/h) para a MEL. Além disso, observaram que os
lipossomas elasticos promoveram uma maior deposicdo de farmaco na pele,

permitindo uma liberagao sustentada.

Ogiso e colaboradores (2001) prepararam lipossomas contendo MEL com carga

de superficie positiva e negativa com o objetivo de avaliar a influéncia da carga
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superficial na permeacdo cutanea deste farmaco através de experimentos in vitro com
pele de rato. Os lipossomas foram preparados a partir da lecitina de ovo, colesterol,
diacetilfosfato (superficie negativa) ou estearilamina (superficie positiva) na propor¢ao
10: 1,1 (mol/mol) e os estudos de penetracdao cutanea foram avaliados com auxilio de
uma sonda fluorescente (Nile Red). Os resultados obtidos in vitro indicaram que a
MEL encapsulada nos lipossomas com carga superficial negativa apresentou uma
maior taxa de penetra¢do cutanea comparada a encapsulada nos lipossomas de carga
de superficie positiva. Estudos histologicos revelaram que os lipossomas carregados
negativamente difundem até a derme e as porc¢des mais profundas dos foliculos pilosos
através do estrato corneo e dos foliculos de forma mais rapida do que as vesiculas
carregadas positivamente. Sendo assim, lipossomas carregados negativamente devem

contribuir para um aumento na penetracao de fairmacos através da pele.

Alguns mecanismos sobre a interacdo das vesiculas lipossomicas com a pele
tem sido descritos na literatura. Dois dos mecanismos considerados seriam: (1) a
adsorcao seguida da desintegracdo e fusdo das vesiculas na superficie da pele, o que
levaria a um aumento da atividade termodindmica e da penetracdo de farmacos
lipofilicos; (2) a interagdo das vesiculas com as camadas mais profundas da pele, onde
0os componentes presentes nas vesiculas, molecularmente dispersos, penetrariam na
matriz intracelular lipidica e se misturariam com os lipideos subcutaneos, modificando
a lamela lipidica (HOFLAND et al., 1994; ZELLMER et al., 1995; KIRJAVAINEN et
al., 1996).

A estabilidade de suspensoes de lipossomas ¢ geralmente limitada. Para tanto,
modificacdes estruturais tém sido propostas, visando uma agdo mais eficiente, um
aumento das taxas de encapsulacdo e de durabilidade do sistema coloidal. A
modificacdo da superficie destas vesiculas através do revestimento com polimeros
como polietilenoglicol ou copolimeros em bloco (JOHNSSON et al., 2001) ja esta
bem estabelecida. Porém, nos Ultimos anos, a utilizagdo de produtos naturais e
alternativos tem despertado a atencdo de diferentes grupos de pesquisa. O
reconhecimento da existéncia de polissacarideos nas superficies celulares originou

estudos sobre interagdes entre lipossomas e diferentes grupos de polissacarideos
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(HENRIKSEN et al., 1994). O polissacarideo quitosana tem sido proposto como um
bom candidato para estabilizacao e modificacdo do potencial superficial de lipossomas

(PERUGINI et al., 2000) originando, assim, os quitossomas.

3.6 Quitosana

A quitosana (Figura 4) ¢ um polimero derivado da quitina, que se encontra nas
paredes celulares de fungos e nas carapacas de crustaceos e insetos. Ela ¢ obtida pela
desacetilagcdo total ou parcial da quitina e caracteriza-se por ser um copolimero de
unidades combinadas de glucosamina e N-acetil-glucosamina solivel em solucdes
aquosas acidas. Uma vez que a quitosana forma sal em solu¢do acida produzindo
cadeias polieletrdlitas com cargas positivas nos atomos de nitrogénio dos grupos
amino (BRUGNEROTTO et al., 2001), suas interagdes com as regides polares dos
lipossomas sdo favorecidas, levando a sua deposicao nas mesmas. Por outro lado,
dependendo do método de preparagao dos lipossomas, as interagdes apolares entre as

regioes hidrofobicas das bicamadas lipidicas e do polimero também podem ocorrer.

Devido ao seu carater basico (atribuido a presenca de grupamentos amina nas
unidades repetidas que impdem uma natureza cationica), a biodegrabilidade, a
biocompatibilidade, a baixa toxicidade (DL50= 16 g/kg, v.o, estudos in vivo em
camundongos quando submetidos a uma dieta a base de quitosana por um longo
periodo) e as suas propriedades bioadesivas, a quitosana vem despertando bastante
interesse na producdo de novos materiais destinados a 4rea biomédica e farmacéutica
(KHOR et al.,, 2003) como, por exemplo, sistemas bioadesivos carreadores de

farmacos.

OH OH OH

HO HO HO
NH, NH, NH,

Figura 4. Estrutura molecular da quitosana.
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3.7 Quitossomas

Quitossomas ¢ a denominagdo dada as vesiculas lipossdmicas revestidas com o
biopolimero quitosana. Mertins e colaboradores (2005) descreveram a preparagao de
lipossomas compositos de fosfatidilcolina e quitosana utilizando o método de
evaporacdo em fase reversa. Todas as etapas de preparacdo foram monitoradas: a
formacdo das micelas reversas em acetato de etila, o organogel formado apds a
evaporacao do solvente orgéanico e a suspensao de nanovesiculas oriundas da dispersao
do organogel. Diferentes concentragdes de quitosana foram empregadas (0,1, 0,5 ¢ 1,0
mg/mL) para obten¢do dos quitossomas. Os resultados obtidos a partir dos graficos de
raios-X a baixo angulo (SAXS) dos organogéis demonstraram que o organogel
contendo quitosana possui uma espessura menor de bicamada fosfolipidica quando
comparada ao organogel sem quitosana. Provavelmente, a fosfatidilcolina
(componente da bicamada) encontra-se confinada devido a presenga do biopolimero.
Analisando os graficos de raios-X a baixo angulo (SAXS) das suspensdes pode-se
inferir que as nanovesiculas estdo cobertas interna e externamente pela quitosana. Os
autores verificaram, também, que a presenca de polimero influencia o método de
preparacao das nanovesiculas aumentando o numero de estruturas multilamelares e
propiciando boa estabilidade destas em meio aquoso a medida que se aumenta a

concentragdo de quitosana.

Perugini e colaboradores (2000) prepararam lipossomas, lipossomas revestidos
por quitosana, lipossomas contendo quitosana e microesferas de quitosana com intuito
de otimizar o efeito cosmético do acido glicdlico e reduzir seus efeitos colaterais
através de sistemas de liberacdo controlada. Lipossomas compostos de fosfatidilcolina
e colesterol foram preparados com diferentes razdes acido glicolico: lipideo através do
método de evaporacdo em fase reversa. Avaliaram-se dois tipos de interagdes entre os
lipossomas e a quitosana: a adi¢do da quitosana durante e apds a preparacao dos
lipossomas. Para avaliar a capacidade dos sistemas microparticulados de modular a

liberagdo do acido glicolico, foram realizados ensaios de dissolugdo in vitro utilizando
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o método de didlise. Os resultados obtidos demonstraram que os lipossomas foram
capazes de modular a liberagdo do acido glicolico e a melhor razdo para se obter
sistemas microparticulados destinados a liberacao controlada do acido glicolico € 5:1
(acido glicolico: lipideo). A formulagdo de melhor desempenho na modulagdo da
liberagao do acido glicolico foi a do lipossoma em que a quitosana foi adicionada
durante a sua preparagdo. As microesferas de quitosana ndo foram capazes de

controlar a liberacao do acido glicdlico.
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4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas

Melatonina (Acros Organics);
e (Quitosana, grau de desacetilagdo= 87%; MM= 5,64X105 g/mol (Polymar);

e Epikuron 170% - lecitina de soja (70 % de fosfatidilcolina) (Lucas Meyer
GmbH);

e Fosfatidilcolina S75 - lecitina de soja (75 % de fosfatidilcolina) (Lipoid
GmbH);

e Natrosol” (Pharmaspecial);
e Diazolidiniluréia (Sarfam);

e EDTA dissodico (Via Farma).

4.1.2 Reagentes
¢ Fenilmetilsulfonilfluor (PMSF) (Sigma);
e Acido tiobarbittrico (TBA) (Merck);
e 1,1,3,3- tetrametoxipropano (Merck);
e Acido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) (Merck);

e Kit RANSOD (Randox);
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e 2°7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Sigma).

4.1.3 Solventes e outros materiais
e Acetato de etila p.a (Merck);
o Agua milliQ® (Millipore);
e Acetonitrila grau CLAE (Merck);
e Acido acético p.a (Synth);
e Alcool etilico p.a (Nuclear);
e m-butanol (Merck);
e Membranas de polivideno HVLP 0,45 um (Millipore);
e Filtros ultrafrec® MC GPMC 10,000 NMWL filter unit (Millipore);
e Lampada fluorescente UVA, 130 V, 30 W (Starlux);
e Lampada fluorescente UVA, 130 V, 30 W (Sanzio);
e Pré-coluna LiChrospher™ 100 RP-18 (Merck);
e (Coluna LiChrospher® 100 RP-18, 250 mm, 4,0 mm, 5 um (Merck);
e Cetamin - Cloridrato de Cetamina 10 % (Syntec);

e (Calmiun — Xilazina 2 % (Unido Quimica).

4.1.4 Aparelhos e Equipamentos

e Balanga analitica modelo APX-200 (Denver Instrument);
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Centrifuga modelo 5417R (Eppendorff);

Cromatografo liquido de alta eficiéncia:

- Auto-injetor S-200 (Perkin-Elmer)

- Detector UV-Vis S-200 (Perkin-Elmer)

- Bomba S-200 (Perkin-Elmer)

- Software: Total Chrom Workstation®;

Zetasizer®, zetasizer nanoseries, modelo ZEN 3600 (Malvern instruments);
Evaporador rotatorio R-114 (Biichi);

Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac®);

Ultrasom Transsonic 460 (Elma®);

Ultraturrax® T 25 basic (Ika® Werke) ;

Potenciometro B474 (Micronal) e Ultra-Basic (Denver Instrument);

Turbiscan®” LAb (Formulaction):

- Software: TLAb EXPERT 1.13;
Viscosimetro LV-DV-II+Pro (Brookfield):
- Spindle SC4-25

- Software: Rheocalc™;

Camera de Irradiacdo UV A para camundongos (confeccionada na Universidade

de Caxias do Sul — UCS);

Microscopio eletronico de transmissdao JEM-1200 ExIl (Jeol);
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e Radidmetro — Medidor de ultravioleta modelo UV-400 (Icel);
e Barbeador elétrico (Philips);
e Espectrofluorimetro (Hitachi F-2000);

e Espectrofotometro — Cary 50 (Varian).

4.1.5 Animais de laboratorio

Foram utilizados camundongos CF1 machos com massa corporea entre 30-40 g
provindos da Fundagdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Satde (FEPPS, Porto
Alegre/RS, Brasil).
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacio dos lipossomas (L) e quitossomas (Q)

Os L e Q foram preparados pelo método da evaporacdo em fase reversa, de

acordo com a técnica descrita por Mertins e colaboradores (2005):
I. Dissolug¢do do fosfolipidio e da MEL (m/m) em solvente organico (acetato de etila);

II. Adi¢do da solucdo contendo o polimero quitosana (I mg/mL) (Q) ou agua (L):

formacao de duas fases;

III. Sonicagao: formagao de micelas reversas;

IV. Evaporacao do solvente organico em evaporador rotatorio;

V. Formagdo de um organogel;

VI. Obtencao das nanovesiculas pela adi¢dao de 4gua sob intensa agitagdo manual;

VII. Homogeneizagio das nanovesiculas em Ultraturrax™: L (10 minutos a 16000 rpm)

e Q (5 minutos a 11000 rpm e 5 minutos a 16000 rpm).

4.2.1.2 Incorporacio da MEL nas suspensdes de nanovesiculas

A MEL foi adicionada, em concentragdes crescentes de 0,025 % (L1 ou Q1),
0,1 % (L2 ou Q2), 0,25 % (L3 ou Q3), 0,5 % (L4 ou Q4) e 0,75 % (L5 ou Q5) (m/m)
do farmaco em relacdo a formulagdo, juntamente com o fosfolipideo para posterior
solubilizagdo em solvente organico e obtengao dos L e Q. Todas as formulagdes foram
preparadas em triplicata. A composicdo quali-quantitativa das nanovesiculas ¢

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢ao quali-quantitativa das nanovesiculas preparadas pelo método
de evaporacao em fase reversa.

Componentes LO LI L2 L3 L[4 L5 Q0O QI Q2 Q3 Q4 Q5

Fosfolipideo(g) | 0,6 06 06 06 06 06 06 06 06 06 06 0,6

Agua (mL) 2 2 2 2 2 2 - - - - _ -

Sol. quitosana
1 mg/mL (mL)

MEL (mg) - 12,5 50 125 250 375 - 12,5 50 125 250 375

Agua (mL) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

4.2.2 Caracterizacio fisico-quimica das suspensoes de nanovesiculas

4.2.2.1Determinac¢ao do pH

Os valores de pH aparente das suspensoes das séries L e Q foram determinados
logo apds a preparacao, utilizando um potencidmetro previamente calibrado com

solucdes tampao pH 4,0 e pH 7,0. Os resultados expressam a média de trés amostras.

4.2.2.2 Determinacao do diametro médio de particula e do indice de polidispersao
(PDI)

O diametro médio das particulas, bem como o PDI das mesmas foram
determinados apds a diluicdo das amostras (500 vezes) em agua Milli-Q® previamente
filtrada em filtro 0,45 pm por espalhamento de luz dindmico em Zetasizer® nanoseries
(Malvern Instruments, modelo ZEN 3600). As determinagdes ocorreram a temperatura

ambiente e os resultados foram expressos através da média de trés repetigdes.
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4.2.2.3 Determinacio do potencial zeta (&)

O potencial zeta das suspensdes foi determinado através de mobilidade
eletroforética em Zetasizer® nanoseries (Malvern Instruments, modelo ZEN 3600).
Esta determinagdo foi realizada apds diluicdo das amostras (500 vezes) em NaCl 10
mM previamente filtrado em membrana 0,45 pum. Os resultados foram expressos

através da média de trés repetigdes.

4.2.2.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Os espectros de SAXS foram obtidos no Laboratorio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS), Campinas, Brasil. As suspensdes aquosas das vesiculas foram investigadas
em porta-amostra para amostras liquidas, fechado por duas janelas de mica. As
mesmas foram termostatizadas a 20°C. Com base em experiéncias anteriores do grupo
de pesquisa, com sistemas semelhantes (MERTINS et al., 2006), cada amostra ficou
exposta a radiacdo por pelo menos 10 minutos. Considerando-se que o comprimento
de onda disponivel na linha de SAXS é em torno de 1,6 A, que corresponde as
dimensoes atomicas, o detector foi colocado a uma distancia de aproximadamente 45
cm da amostra, de forma a permitir a observagao de um pico de difragdo caracteristico

nestes sistemas, que ocorre na regido de médio SAXS.

Uma vez que as vesiculas analisadas possuiam didmetros superiores a 50 nm, o
comprimento caracteristico d da distancia de repeti¢do das bicamadas fosfolipidicas foi

determinado através da lei de Bragg (equacgao 1):
d=n (2n/q) (equacao 1)

onde N ¢ um numero inteiro € g ¢ o vetor de onda correspondente a intensidade

maxima do pico de Bragg.
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Considerando que no espalhamento de luz o vetor de onda ( se relaciona com o
tamanho da amostra observada e, a partir dos dados de espalhamento de raios-X a
baixo angulo se obtém informagdes dimensionais de estruturas significativamente
maiores do que as dimensdes atdmicas, o dominio tipico nesta ultima técnica

compreende valores de ¢ inferiores a 0,1 A™ (6 = 1°).

A relagdo [2Rh - (2<N> x d)] foi aplicada para estimar o diametro interno das
vesiculas (D), onde N corresponde ao nimero médio de bicamadas das nanovesiculas.
Aplicando a relagdo [4/3m(D/2)3] obteve-se, também, o volume médio encapsulado no
nucleo aquoso (V), parametro de grande importancia para as nanovesiculas destinadas

a liberacao de farmacos.

4.2.2.5 Quantificacio de MEL

A quantificagdo de MEL foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) de acordo com metodologia descrita por Schaffazick e
colaboradores (2005). Uma aliquota da suspensdo foi transferida para um baldo
volumétrico de 10,0 mL e tratada com acetonitrila, a fim de ocasionar o
rompimento/dissolu¢do das nanovesiculas e, logo apos, completou-se o volume com o
mesmo solvente. A fase mdvel constitui-se de uma mistura acetonitrila/agua (55: 45)
(v/v). Apos a preparagdo, a fase movel foi filtrada em membranas de polivinilideno
(0,45 um, 47 mm, Millipore). As condi¢des analiticas utilizadas estdo descritas na

Tabela 2.
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Tabela 2. Condicdes analiticas cromatograficas utilizadas para quantificacio de MEL
por CLAE.

Caracteristica Descrigao

Deteccao UV (A=229 nm)

Fluxo 0,7 mL/min

Coluna LiCrospher® 100 RP-18 (250mm x 4 mm, 5 pm - Merck)
Fase movel Acetonitrila:agua (55:45 v/v)

Volume de inje¢ao 20 uL

4.2.2.6 Validacao de metodologia analitica para quantificacio de MEL

Com o objetivo de assegurar a confiabilidade do método analitico empregado, o
mesmo foi validado segundo os critérios preconizados pela ICH (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use) de 1996 e pela resolug¢ao da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia em Satde) RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).
Os parametros avaliados foram: linearidade, precisao, especificidade, exatidao, limites
de detec¢do e quantificacdo. Os ensaios foram realizados por CLAE sob as condi¢des

descritas na Tabela 2.

e Linearidade: sete niveis de concentracdo foram avaliados (2,5, 5,0, 7,5, 10,0,
12,5, 15,0, 17,5 pg/mL). Foram obtidas trés curvas padrdo em diferentes dias
determinando-se a equacao da reta e o coeficiente correlagdo (r). Os limites de
deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados matematicamente através
da relagdo entre o desvio padrao da curva padrao e sua inclinacdo, conforme as

equacdes (ICH, 1996) (equagdes 2 e 3):
LD =3,33 DP/b (equacao 2)

LQ=10DP/b (equagdo 3)
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e Precisdo: foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR) obtido na
determinacdo de MEL presente na suspensdo de quitossomas analisada na
mesma concentragdo tedrica (10 pg/mL), no mesmo dia (repetibilidade — seis
determinagdes) e em trés dias consecutivos (precisdo intermediaria — seis

determinagdes), sob as mesmas condig¢des analiticas;

e Exatiddo: foi determinada através do teste de recuperacdo de uma quantidade
conhecida do farmaco presente na suspensdo de nanovesiculas (2,5 pg/mL)
adicionada a solucdo amostra originando as concentragdes de 5,0, 10,0, 15,0

ug/mL. Os resultados foram expressos em porcentagem de recuperacao (R %).

e Especificidade: foi determinada através da analise do cromatograma obtido a

partir da suspensdo de quitossomas sem farmaco (QO).

Os resultados da validagcdo da metodologia analitica sdo apresentados no Anexo

4.2.2.7 Eficiéncia de encapsulacio

A quantificagdo de MEL livre deu-se da mesma forma que para MEL total
descrita no item 4.2.2.5. A MEL livre, ou seja, ndo associada as nanovesiculas, foi
determinada através de ultrafiltracdo-centrifugacio (Ultrafree®-MC 10.000 MW,
Millipore) a 12000 rpm por 10 minutos a 20 °C. Esta centrifugagdo promoveu a
passagem de MEL livre (ndo associada as nanovesiculas) através do filtro do
Ultrafree® originando o ultrafiltrado. Este, bem como a MEL total, foram
quantificados por CLAE a partir da dissolugdo do ultrafiltrado ou de uma aliquota da
suspensao em acetonitrila e detectados a 229 nm. O célculo da eficiéncia de

encapsulacao deu-se atraves da diferenga entre as concentragdes de MEL total e livre.
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4.2.2.8 Estabilidade frente ao armazenamento

As suspensdes das séries L e Q foram armazenadas em frascos ambar de vidro,
com batoque e tampa rosqueavel, a temperatura ambiente e protegidas da luz por 3
meses. Além do aspecto fisico destas formulagdes, foram avaliados o didmetro médio,
polidispersdo, o potencial zeta e o teor (%) de MEL presente nas suspensoes de
nanovesiculas a partir do dia de preparo e apds 30, 60 e 90 dias de armazenamento.

Os resultados expressam a média de trés amostras.

4.2.2.9 Avaliacao morfologica

A suspensdao de nanovesiculas QO, foi analisada por microscopia eletronica de
transmissao (MET) em microscopio eletronico de transmissdo JEM 1200 ExIl,
operando a 80 kV (Centro de Microscopia Eletronica, UFRGS, Brasil). Uma pequena
aliquota da suspensdo de nanovesiculas foi colocada sobre o grid composto de cobre e
filme de Formwar-Carbono (Electron Microscopy Sciences), sem diluicao prévia, por
2 minutos. Retirou-se o excesso de suspensdo com papel filtro e, em seguida,
adicionou-se uma gota de solugcdo de acetato de uranila a 2 %, que manteve contato
com a formulacao por 1 minuto. Apos, retirou-se o excesso do agente de contraste com

papel filtro.

4.2.2.10 Analise de fendmenos de instabilidade via Turbiscan LAb®

As suspensoes de nanovesiculas das séries L e Q foram submetidas a analises
em Turbiscan LAb® para a verificacio de possiveis fendmenos de instabilidade
inerentes ao sistema nanoestruturado. Este equipamento permite determinar a
ocorréncia de fendmenos tais como cremagem, sedimentacdo, coalescéncia e, também,
avaliar a homogeneidade da amostra. O Turbiscan® consiste de uma fonte de luz de

infravermelho proximo e de dois detectores que agem de forma sincronizada. Desta
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forma, o detector de transmissao recebe informacgodes da luz transmitida através do
produto (T) ¢ o detector de backscattering mede a luz refletida (BS) pelo produto
(LEMARCHAND et al., 2003). As condigdes analiticas para todas as amostras foram

as seguintes:
e Volume de amostra: 20 mL
e Tempo de andlise: 24 h

e Temperatura de andlise: 25 °C

4.2.3 Incorporacio das suspensdes de nanovesiculas em hidrogel

As suspensdes selecionadas das séries L (LO e L2), Q (Q0 e Q2) e a solucao
hidroalcoolica [0,5:20 (v/v)] contendo MEL (BMEL), ou nao (B0) foram incorporadas
a um gel ndo iénico (Natrosol®) a 1 % (m/v). As suspensdes selecionadas para serem
incorporadas ao gel possuiam uma concentracdo final de MEL de 1 mg/mL. A

composicao quali-quantitativa das formulacdes esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢ao quali-quantitativa dos hidrogéis.

Componentes LO L2 Q0 Q2 BO BMEL

Natrosol® 1 % (g) 025 025 025 025 025 025

Diazolidiniluréia 0.5 % (g) 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

Suspensao qgsp (g) 25 25 25 25 - -

Alcool etilico p.a (mL) - - - - 0,5 0,5
MEL (mg) - - - - - 25
Agua gsp (g) - - - . 25 25
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A preparacao dos hidrogéis consistiu na dispersdo manual dos componentes
descritos na Tabela 3 a temperatura ambiente. A formacao do gel foi verificada apos o
armazenamento em geladeira (10 °C) por 36 h e posterior homogeneizagao em gral de
porcelana. As formulagdes foram acondicionadas em frascos plésticos, de parede

dupla, com tampa rosqueavel e mantidos em geladeira.

4.2.4 Caracterizacao dos hidrogéis

4.2.4.1 Determinacio do pH

Os valores de pH dos hidrogéis foram determinados apos sua preparagdo em
potencidmetro previamente calibrado com solucdes tampao pH 4,0 e pH 7,0. As
amostras foram diluidas em 4gua, a uma concentragdo de 10 % (m/v). Os resultados

expressam a média de trés amostras.

4.2.4.2 Quantificacdo de MEL nos hidrogéis e validacio de metodologia analitica

A quantificacdo de MEL presente nas formulagdes semi-solidas foi realizada
por CLAE sob as mesmas condi¢Oes analiticas das suspensdes de nanovesiculas

conforme descrito na Tabela 2.

Com o objetivo de assegurar a confiabilidade do método analitico empregado, o
mesmo foi validado (ICH, 1996; BRASIL, 2003). Os parametros avaliados foram:
linearidade, precisdo, especificidade e exatiddao. O gel utilizado na validagao foi o que
continha a formulacdao Q2. A preparacdo das amostras para a analise cromatografica
deu-se da seguinte forma: pesou-se 2 g de gel (Q2) em um béquer, sob agitagdao
magnética constante, adicionou-se 80 mL de dgua milli-Q® e aguardou-se 1h. Apos,
adicionou-se 20 mL de acetonitrinila e aguardou-se mais 1h. Em seguida, transferiu-se

a amostra para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com
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acetonitrila. A amostra foi, entdo, vertida sobre o papel filtro e o filtrado resultante do
gel Q2 foi utilizado na anélise por CLAE, empregando-se metodologia descrita no
item 4.2.2.5. Os resultados da validagdo da metodologia analitica sdo apresentados no

Anexo 2.

4.2.4.3 Determinacao do diametro médio das particulas apos incorporaciao nos

hidrogéis

A determinacdo do diametro médio das nanovesiculas contidas nos hidrogéis foi
realizada através de espalhamento de luz dindmico (Zetasizer”). Todas as amostras
foram diluidas 500 vezes (m/v) em agua ultrapura filtrada através de membrana 0,45
pum a temperatura ambiente. As solugdes obtidas foram, entdo, submetidas as analises.

As andlises foram realizados em triplicata.

4.2.4.4 Avaliacao da viscosidade

As caracteristicas reoldgicas dos géis foram avaliadas em viscosimetro
rotacional Brookfield, modelo LV-DV-II+Pro, utilizando-se spindle SC4-25. As
amostras foram acondicionadas em um porta-amostras Brookfield, especifico para
avaliagdo de pequenas quantidades de amostras, acoplado a um banho termostatizado
com agua circulante a temperatura de 25 °C £ 1 °C. As andlises foram feitas em

triplicatas.

As velocidades de rotacdo do spindle foram selecionadas a partir de
determinacdes preliminares, respeitando os limites de valores de torque (superiores a
10 % e inferiores a 100 %). Apos o ajuste das velocidades de rotagdo do spindle,
efetuaram-se as leituras das viscosidades, tensoes de cisalhamento e velocidades de
cisalhamento de cada amostra. A partir destas leituras, construiram-se os reogramas de
cada amostra através da representacdo grafica das velocidades de cisalhamento em

funcdo das tensdes de cisalhamento. As propriedades reologicas dos hidrogéis foram
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determinadas seguindo o modelo de Ostwald, proposto para descrever fluidos nao-
newtonianos de comportamento pseudoplastico conforme a equagdo (equagdao 4)

abaixo:

1 =Ky" (equagdo 4)

onden<1.

Na equagado, T ¢ a tensdo de cisalhamento, y representa a taxa de cisalhamento,
K ¢ o coeficiente de consisténcia ¢ n € o indice de escoamento ou coeficiente de fluxo,
que ¢ adimensional, e pode ser utilizado na caracterizacao das formulagoes, visto que
ele caracteriza o desvio em relacdo ao comportamento newtoniano. A constante K esta
relacionada a propria viscosidade do produto e ¢ representada pelas unidades de

viscosidade (ALVES, 2007).

4.2.4.5 Analise de fendmenos de instabilidade via Turbiscan LAb®

Os hidrogéis contendo as suspensdes de nanovesiculas L0, L2, QO0, Q2, BO e
BMEL foram submetidas a analises em Turbiscan LAb® para a verificacio de possiveis
fendomenos de instabilidade. As condigdes analiticas para as amostras dos hidrogéis

foram as seguintes:
e Quantidade de amostra: 25 g
e Tempo de andlise: 24 h

e Temperatura de andlise: 25 °C

4.2.5 Avaliacio do efeito da MEL sobre o estresse oxidativo induzido por

radiacio UVA em camundongos

Com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante in vivo da MEL

encapsulada nos Q e livre na solucdo hidroalcoolica do farmaco, as suspensdes ou a
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solucdo destes e suas respectivas formulagdes brancas (sem MEL) foram incorporadas
em hidrogéis de Natrosol ® conforme descrito na Tabela 4. No presente trabalho, a
avaliagdo do efeito antioxidante da MEL sobre o estresse oxidativo induzido pela
radiacdo UVA foi realizada em camundongos CFI1, de acordo com metodologia

adaptada descrita por Inal e colaboradores (2001).

4.2.5.1 Protocolo para experimentos de exposiciao a radiacdo UVA
e Animais

Camundongos CF1 machos, com livre acesso a agua e alimentacdo (ragdo
certificada Nuvilab® CR1), foram utilizados neste estudo. Os animais, previamente aos
experimentos, foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farmacia em gaiolas com
no maximo 6 animais, com temperatura controlada (23 £ 2 °C), ciclo claro/escuro de
12 horas (07:00 h — 19:00 h) e umidade monitorada. Os experimentos foram realizados
com a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS (numero 2006663,
Anexo 3).

e Anestesia

Previamente a manipulacdo dos animais, estes foram anestesiados com uma
associagdo dos anestésicos cetamina 10 % (v/v) (80 mg/Kg) e xilazina 2 % (v/v) (15

mg/Kg), administrando-se intraperitonealmente 0,3 mL da solugdo anestésica.

e Tricotomiza¢ao

Sob efeito da solu¢do anestésica, a regido dorsal dos camundongos foi
tricotomizada primeiramente com barbeador elétrico seguida por lamina depilatéria
para uma melhor remog¢do dos pé€los remanescentes. Delimitou-se uma regido de

dimensoes 3x2 ¢cm no dorso tricotomizado para a aplicagdo dos géis.
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e Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente divididos em 6 grupos experimentais (n=9) e

receberam diferentes tratamentos exibidos na Tabela 4.

Tabela 4. Tratamentos empregados nos grupos experimentais indicados pelo marcador
x (n=9).

Grupos Radiacao UVA Gel BO Gel BMEL Gel QO Gel Q2
C . , - - -
I X - - - -
BO X X - - -
BMEL X - X - -
Qo0 X - - X i,
Q2 X - - - X

e Aplicacao dos hidrogéis

Os animais, previamente tricotomizados, foram tratados topicamente na regiao
dorsal com 0,5 g do gel correspondente aos seus respectivos grupos. A concentragao
de MEL presente em 0,5 g de hidrogel (BMEL e Q2) ficou em torno de 450 uM.
Aplicaram-se os géis 30 minutos antes da exposi¢ao a radiacdo UVA (DREHER L

L., 1998). O tratamento topico consistiu em uma Unica aplicagdo diaria durante 9
dias consecutivos. A MEL presente nos hidrogéis foi previamente doseada conforme

descrito no item 4.2.4.2.

e Irradiacao

Durante o periodo de irradiag¢do, os camundongos ficaram imobilizados em uma

caixa de contencdo composta por 15 contentores individuais a uma distancia de 30 cm
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da fonte luminosa (5 lampadas fluorescentes BLB, 130 V, 30 W, (3) Starlux e (2)
Sankyo). Os animais foram irradiados por 9 dias consecutivos, durante 6 horas/dia. A
intensidade da luz UVA foi medida com um radiémetro modelo UV-400 (Icel) e, a 30
cm das lampadas, a radiacao UV era 1,25 mW/cm? e a dose total diaria foi 18 J/cm?.
Ap6s o término do tratamento, os animais foram sacrificados por decapitacido e
submetidos a remocao da pele dorsal e descartados em local especifico para este fim
na Faculdade de Farmicia. As peles removidas foram pesadas, acondicionadas em

microtubos e armazenadas a -70°C para posterior analise.

4.2.5.2 Preparacao das amostras

A preparacdo das amostras consistiu na homogeneizacdo das peles em 10
volumes de tampao fosfato (0,02 M, pH 7,0) contendo EDTA (1 mM) e PMSF (1 mM)
em um homogeneizador de tecidos. Os homogeneizados foram centrifugados a 5000
rpm a 4 °C durante 10 minutos para a remocao dos nucleos e dos restos celulares. Para
os experimentos de estresse oxidativo utilizaram-se os sobrenadantes. Todos os

procedimentos foram conduzidos a 4 °C (banho gelo) .

4.2.5.3 Ensaios de estresse oxidativo

As analises das amostras foram realizadas no Departamento de Bioquimica da

UFRGS em colaboracao com o Professor Dr. Carlos Alexandre Netto.

4.2.5.3.1 Niveis de radicais livres (DCF)

Para avaliar o conteudo de radicais livres utilizou-se o reagente DCFH-DA (2°,
7’-diclorofluoresceina diacetato) como marcador (LEBEL et al., 1990). Uma aliquota
de cada amostra foi incubada com DCFH-DA (100 mM) a 37°C por 30 minutos. O

término da reagdo ocorreu com resfriamento da mistura de reagdo no gelo. A formagao
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do derivado oxidado fluorescente DCF (2°, 7’-diclorofluoresceina) foi monitorado em
comprimentos de onda de excitagao (488 nm) e emissao (525 nm) utilizando-se um
espectrofluorimetro (Hitachi F-2000). Todos os procedimentos foram realizados no
escuro € o branco, contendo DCFH-DA (sem homogeneizado), foi processado para a
determinacdo da autofluorescéncia (DRIVER et al., 2000; SRIRAM et al., 1997). O
conteudo de radicais livres foi quantificado a partir de uma curva padrao de DCF e os
resultados foram expressos em pmol de DCF formado/mg de proteina (SRIRAM et al.,
1997).

4.2.5.3.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A lipoperoxidac¢do foi avaliada pelo teste de TBARS (BROMONT et al., 1989).
Aliquotas das amostras foram incubadas com TCA 10 % (v/v) e TBA 0,67 % (m/v). A
mistura de reagdo foi aquecida em banho de agua fervente por 30 minutos. ApoOs,
adicionou-se a mistura n-butanol e esta foi centrifugada a 1000 x g por 10 minutos.
Coletou-se a fase organica para a determinagdo da fluorescéncia nos comprimentos de
onda de excitacdao (515 nm) e emissdo (553 nm). 1,1,3,3-tetrametoxipropano, que se
converte em malondialdeido (MDA), foi utilizado como padrdo. Os resultados foram

expressos em pmol MDA/mg de proteina.

4.2.5.3.3 Teor de tiois totais

Os tidis celulares (-SH), grupamentos presentes na glutationa e nas proteinas,
foram medidos. Aliquotas das amostras foram incubadas com 100 mM de DTNB
(concentragao final) durante 15 minutos no escuro. A absorvancia da mistura de reagao
foi medida a 412 nm (KHAJURIA et al., 1999). Os resultados foram expressos em

nmols SH/mg de proteina.
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4.2.5.3.4 Atividade da superoxido desmutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada utilizando o kit RANSOD (RANDOX).
Este método consiste na geracao de radicais superoxido a partir da xantina e da xantina
oxidase que reagem com o cloro 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazdlio
gerando uma colora¢do avermelhada. Esta ¢ avaliada espectrofotometricamente a 505
nm a 37°C. A inibi¢ao da produgdo do cromdgeno ¢ proporcional a atividade da SOD
presente na amostra. A atividade especifica desta enzima foi expressa em U/mg de

proteina.

4.2.5.3.5 Determinac¢io da proteina

A proteina presente nos homogeneizados de peles foi determinada pelo método
do Coomassie Blue (BRADFORD et al., 1976) utilizando albumina de soro bovino

como padrao. As amostras foram analisadas em espectrofotometro a 595 nm.

4.2.6 Analise estatistica

Os resultados dos experimentos in vivo foram avaliados por analise da variancia
(ANOVA) de uma via seguidos pelo teste de Tukey, considerando-se um nivel de
significancia de 0,05. As suspensdes de L e Q foram submetidas ao teste estatistico
ndo paramétrico de medidas repetidas (Friedman Repeated Measures Analysis of
Variance on Ranks). Os testes foram realizados utilizando-se o programa SigmaStat
3.5.
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4.3 Descarte de residuos quimicos e biologicos

O descarte de residuos quimicos seguiu procedimento padrdo realizado pela
Faculdade de Farmécia — UFRGS. Os residuos quimicos foram acondicionados em
frascos de 1 litro de bocal largo ou em bombonas plasticas de 5 ou 10 litros e
preenchidos at¢ 80 % da sua capacidade. Os recipientes foram rotulados com
informacoes sobre o tipo de residuo contido, a sala, o telefone, a data do inicio do

envase, o responsavel, se € passivel ou ndo de purificagdo e o pH da solucao.

Os residuos quimicos convenientemente acondicionados e devidamente
rotulados foram entregues a Comissdo de Satde e Ambiente de Trabalho
(COSAT/FAR) desta Faculdade, que ¢ responsavel pelo envio dos residuos ao Instituto
de Quimica da UFRGS, onde sdo realizados os procedimentos adequados de

reciclagem e/ou descarte do material quimico.

Apos o sacrificio, os animais foram acondicionados em sacos plasticos brancos
opacos € armazenados em freezer utilizado exclusivamente para esta finalidade até o
recolhimento semanal realizado pela coleta especial para residuos biologicos da

Prefeitura de Porto Alegre.

Os materiais perfurocortantes foram acondicionados em recipientes rigidos para
evitar rupturas, sendo armazenados e recolhidos pela coleta especial de residuos

biologicos.
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5.1 Preparacao dos lipossomas (L) e quitossomas (Q)

As formulagdes LO, L1, L2, L3, QO0, QI, Q2 e Q3 foram preparadas com
sucesso seguindo a metodologia descrita. Entretanto, as formulacdes L4, Q4, L5 e Q5
apresentaram instabilidade, visualmente constatada. As formulacdes L4 e Q4
apresentaram instabilidade no sétimo dia de armazenamento podendo visualizar-se
precipitados nos frascos de acondicionamento e, L5 e Q5, mostraram-se instaveis
durante o preparo (farmaco aderido a parede do baldo do rota-evaporador). Sendo
assim, as formulacdoes L4 ¢ L5 ¢ Q4 e Q5 nao foram utilizadas nos estudos

subseqiientes.

Todas as suspensdes de nanovesiculas das séries L e Q apresentaram um
aspecto turvo de esbranquicado a amarelo palido, devido a presenca de particulas em

supensao.

5.2 Caracterizacao fisico-quimica das suspensoes de nanovesiculas

5.2.1 Determinac¢ao do pH

Os resultados obtidos na determinacdo dos valores de pH das suspensoes de
nanovesiculas das séries L e Q estdo descritos na Tabela 5. As medidas de pH foram

realizadas logo apds a preparacao das suspensoes.
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Tabela 5. Valores de pH das suspensodes de nanovesiculas (n=3).

Formulagdes pH Formulagdes pH

LO 4,40 £ 0,45 Qo0 4,10+ 0,24
L1 4,48 + 0,48 Q1 4,31 40,16
L2 4,59 + 0,34 Q2 4,24 +0,26
L3 4,34 +0,46 Q3 4,25 +0,45

Os valores de pH de todas as suspensdes variaram entre 4,10 ¢ 4,59. A

presenca de MEL, bem como seu emprego em concentracdes crescentes, nao

influenciaram os valores de pH final das suspensdes. A presenca de quitosana na série

Q também ndo provocou alteracoes no pH. Além disso, para ambas as se€ries, 0s

valores de pH foram compativeis para a aplicacdo topica das suspensdes (ALVES et

al., 2007), posteriormente incorporadas em hidrogéis.

5.2.2 Determinacao do diametro médio de particula e do indice de polidispersao

(PDI)

Os valores médios de diametro e de PDI das suspensdes de nanovesiculas apds

a preparacao das mesmas (tempo 0) estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de diametro médio e PDI das suspensdes de nanovesiculas obtidos
no tempo 0 (n=3).

Formulagdes Diametro (nm) PDI

LO 195+ 14 0,42+ 0,03
L1 150+ 19 0,42 £0,03
L2 254 +21 0,41 +£0,03
L3 202 +£22 0,45 +0,03
Qo0 220 £20 0,32 +0,02
Ql 232 +£17 0,40 + 0,03
Q2 223+ 16 0,36 £ 0,03
Q3 251 +13 0,37 £0,03

Os diametros médios de particula das nanovesiculas da série L variaram entre
150 nm e 254 nm e da série Q entre 220 nm e 251 nm, valores caracteristicos de
suspensoes de nanovesiculas estaveis. Os valores de polidispersao situaram-se em
torno de 0,4, valor bastante aceitavel para estes tipos de sistemas
(LAUTENSCHLAGER, 2006). Curiosamente, a presenca de MEL (em concentracdes
crescentes) € a inclusdo de quitosana, ndo provocaram alteragdes nos diametros

médios e nos valores de polidispersao das suspensoes.

5.2.3 Determinag¢ao do potencial zeta (§)

A determinacao do & fornece indicios sobre o potencial de estabilidade de um
sistema coloidal. Ele representa a carga de superficie e depende da natureza da
particula, assim como do meio que a envolve. A carga ndo pode ser medida
diretamente, mas ap0s a aplicacdo de um campo elétrico em torno dela. As particulas
movem-se na presen¢a deste campo elétrico em direcdo ao eletrodo de carga oposta e,

desta forma, o & pode ser determinado pela medida da sua velocidade de migracao
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(MALVERN, 2004). Se as particulas em suspensdo apresentarem valores de &
elevados, tanto positivos quanto negativos, elas tenderdo a se repelir, reduzindo as
chances de agregacdo. Assim, normalmente consideram-se estaveis as suspensoes que
apresentem valores de & maiores, em moddulo, que 25 mV (LIEBERMAN et al.,
1988).

O & das particulas foi avaliado logo apds a preparagdo das suspensoes de

nanovesiculas (tempo 0) e seus valores estao descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de £ das suspensodes de nanovesiculas obtidos no tempo 0 (n=3).

Formulagdes E(mV) Formulagdes E(mV)

LO -34+1,5 Qo0 -30+1,7
L1 -28+0,8 Ql 28 £0,7
L2 -38+1,6 Q2 -32+6,8
L3 -38+2,0 Q3 -34+53

Observa-se que todas as formulagdes, inclusive as que possuem o biopolimero
quitosana em sua composicao (série Q), apresentaram valores negativos de & variando
entre -28 mV a -38 mV, caracterizando-as como sistemas estaveis. A carga superficial
negativa das nanovesiculas deve-se, possivelmente, a presenca do acido fosfatidico da
fosfatidilcolina, principal constituinte das nanovesiculas. Nota-se, também, que nem a

presenca de MEL, nem a de quitosana influenciou os valores de &.

5.2.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Este método baseia-se na interacdo dos elétrons com a estrutura sob
investigagao. O espalhamento dos raios-X ¢ caracterizado pela amplitude, que ¢
diretamente proporcional a densidade eletronica do sistema investigado e pela fase,

que vai depender da localizacao dos centros de espalhamento na estrutura. As medidas
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de raios-X ocorrem em um grande periodo de tempo comparado a escala de tempo
associada a mobilidade dos atomos. Portanto, os padrdoes de difragdo dos raios-X
informam sobre a organizagdo da densidade eletronica na amostra. Esta técnica
permite, entdo, a obtencao de informagdes sobre os perfis da densidade eletronica das
bicamadas das vesiculas, a localizagdo de substancias associadas a elas (farmacos, por
exemplo) e permite uma estimativa do numero médio de bicamadas das vesiculas em

suspensdo (BOWSTRA et al., 1993).

Abaixo (Figura 5) encontram-se os espectros de SAXS das suspensdes de
nanovesiculas das séries L e Q, onde os perfis de espalhamento foram representados

graficamente pela intensidade (I) em funcao de g.
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Figura 5. Espectros de SAXS das suspensdes de nanovesiculas das séries L e Q com
aplicacao de funcdes Lorentzianas. O espectro real ¢ representado pela linha ruidosa,
primeira Lorentziana (---) e segunda Lorentziana (—).

A andlise dos espectros de SAXS com a aplicagao de funcdes Lorentzianas
permitiu a avaliacdo da estrutura lamelar das nanovesiculas. Através do ajuste tedrico
foi possivel a localizagdo de duas curvas de espalhamento em praticamente todos os
espectros, com excessao do espectro obtido com a amostra L3. A primeira
Lorentziana estd associada com o pico de Bragg, confirmando a presenca de estruturas
lamelares, enquanto a segunda corresponde ao fator forma, ou mais exatamente, a uma
por¢ao do espectro originado pela presenca de estruturas esféricas em suspensao. Para
as nanovesivulas da série L pode-se observar uma maior contribuicdo da segunda

Lorentziana, que corresponde ao fator forma, caracteristico de estruturas unilamelares
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esféricas (BOWSTRA et al., 1993; MERTINS et al., 2005; 2006), estando portanto de
acordo com o método de preparacdo das nanovesiculas neste trabalho. As
nanovesiculas da série Q apresentaram as fungdes Lorentzianas correspondentes ao
pico de Bragg mais bem definidas que os da série L. Em 0,11 A, para as amostras Q1
e Q2, observa-se inclusive um pequeno pico, sugerindo a presenca de estruturas com
mais de uma lamela (MERTINS et al., 2005; 2006). Por outro lado, este pequeno pico
nao ¢ observado em Q3, o que leva a crer que ocorreu uma saturacao de fArmaco nesta

amostra, provocando uma desestruturagdo do sistema lamelar.

O enaltecimento do pico de Bragg na série Q, bem como as intensidades mais
elevadas observadas para estes espectros, quando comparados aos espectros da série
L, sugerem que a MEL encontra-se adsorvida na quitosana presente na regiao lamelar
destas nanovesiculas. J& a MEL encapsulada nas nanovesiculas da série L,

provavelmente, encontra-se adsorvida a membrana destas nanoestruturas.

Perfis de difracdo bem definidos denotam estruturas rigidas e de alta
organizagdo molecular resultante da sobreposicio das bicamadas. Fang e
colaboradores (2001) relataram a formacao de estruturas multilamelares na presenga
de quitosana em que esta interagia com as caudas apolares da fosfatidilcolina. Pode-se
inferir, portanto, que a quitosana tende a aumentar a fracdo de estruturas

multilamelares nas suspensdes de nanovesiculas.

Os perfis de difragdo de estruturas unilamelares, como os observados acima,
relacionam-se a uma certa dindmica da monocamada, que sofre alteracdes constantes
devido a forca de difusdo na agua produzindo um espalhamento incoerente e de
intensidade difusa. Na Tabela 8 estdo os dados obtidos pela anélise dos espectros de

SAXS.
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Tabela 8. Valores de raio hidrodinamico (Rj) obtidos por espalhamento de luz
dindmico, potencial zeta (), espessura da bicamada (d), diametro médio do nucleo
aquoso (D) e volume médio encapsulado (V) das suspensdes de nanovesiculas.

Formulagao R}, (nm) EmMV) d+A(mm) D (nm) V (cm’)

L0 110 -30 6,3+0,1 207 4,67x 10"
L1 148 27 6,4+0,1 283 1,19x 10
L2 137 -34 6,2+ 0,1 262 936x 107"
L3 122 -34 56+0,8 233 6,61 x 10"
Q0 191 31 5,8+0,1 359 2,42x 10"
Ql 142 -31 5,7+0,1 261 9,33 x 10"
Q2 161 -30 5,7+0,1 299 1,40 x 10
Q3 158 -31 5,7+0,1 293 1,32 x 10

As espessuras das bicamadas das nanovesiculas da série L foram superiores as
da série Q, provavelmente devido ao confinamento da fosfatidilcolina pelo polimero.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mertins e colaboradores (2005; 2006), em
que a espessura das nanovesiculas contendo quitosana (6,5 nm) foi ligeiramente
inferior que a das nanovesiculas sem quitosana (6,6 nm). Pela analise do organogel
precursor destas nanovesiculas, os autores verificaram que a quitosana pode provocar
uma maior interagdo entre as cadeias polares das moléculas de fosfatidilcolina,

fornecendo a energia que leva a reducao da espessura das bicamadas.

Os resultados expressos na Tabela 8 combinam dados obtidos pelas técnicas de
espalhamento de luz dindmico e SAXS. Para o calculo de D, considerou-se o niumero
médio de bicamadas <N> para série L igual a 1 e para série Q igual a 2, tendo em vista
os perfis de espalhamento de raios-X das amostras, bem como os resultados obtidos

por Mertins et al, 2005.

Os valores de D e V demonstraram um grande volume aquoso encapsulado no

nucleo das nanovesiculas e estes se apresentaram superiores nas amostras da série Q,
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estando de acordo com resultados obtidos por espalhamento de luz. A quitosana,
portanto, originou nanovesiculas de Rh, D e V relativamente maiores € com um menor
d. Além disso, este polimero mostrou uma leve tendéncia em gerar nanovesiculas

multilamelares nas amostras analisadas (da série Q).

5.2.5 Quantificacio de MEL e eficiéncia de encapsulacio

O teor médio de MEL presente nas nanovesiculas foi proximo a 100 % para
todas as formulagdes no tempo 0. A validagdo da metodologia analitica para
quantificacdo de MEL presente nas suspensdes de nanovesiculas encontra-se descrita

no Anexo 1.

Os valores de eficiéncia de encapsulagdo (EE %) obtidos pela andlise das
formulagdes de nanovesiculas contendo diferentes concentragdes de MEL estao

descritos na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de eficiéncia de encapsulacao das formulagdes contendo diferentes
concentragoes de MEL.

Formulagoes EE (%) Formulagdes EE (%)
L1 34,9 Q1 314
L2 60,8 Q2 48,8
L3 56,5 Q3 56,5

Os valores de EE das suspensdes de nanovesiculas contendo MEL variaram de
31,4 % a 60,8 % estando condizentes com os resultados obtidos na literatura para
lipossomas convencionais ¢ elasticos (DUBEY et al., 2006). Observa-se que as
nanovesiculas que possuiam uma menor concentragdo de MEL apresentaram uma
menor EE possivelmente devido ao fato de que o sistema ainda nao havia atingido a
sua saturagdo. As formulagdes L3 e Q3 possuiam a maior concentragao de MEL e, no

entanto, apresentaram valores de EE inferiores a L2. De acordo com os resultados
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observados nos espectros de SAXS, pode-se notar uma leve redugdo nas intensidades
de espalhamento destas amostras e isso pode ter ocorrido devido a saturacdo do
sistema em relacdo a MEL presente nestas nanovesiculas, o que provocou uma

desorganizagdo na bicamada das mesmas.

5.2.6 Estabilidade frente a0 armazenamento

Os parametros avaliados na estabilidade das formulacdes foram: diametro médio,
indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta (&) e teor (%) de MEL presente nas
suspensoes de nanovesiculas. A estabilidade foi avaliada a partir dos dias 0, 30, 60 e

90 de armazenamento a temperatura ambiente. Os resultados estdo expressos nas

Figuras 6, 7,8 ¢ 9.
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Figura 6. Diametros médios das formulagdes das séries L (A) e Q (B) contendo, ou

nao, MEL nos dias 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento. Os resultados representam
média = DP (n=3).

Os didmetros médios das nanovesiculas da série L apresentaram-se variaveis ao
longo de 90 dias de armazenamento apresentando, de forma geral, uma redug¢do nos
tamanhos de particulas no final deste periodo. Na formulacao L0 nio houve alteracdes
significativas nos didmetros médios. L1 apresentou alteragdes significativas de

diametros observadas entre os dias 0 e 30 e entre 30 e 90 (p< 0,05). L2 apresentou

64



Resultados e Discussao

alteragdes significativas entre 0 e 30, 60, 90 dias (p< 0,05). L3 ndo mostrou diametros

médios variaveis significativos.

As nanovesiculas da série Q ndo apresentaram variabilidade significativa nos
diametros médios durante os 90 dias de armazenamento. Este resultado sugere que a

quitosana promoveu uma maior estabilidade no sistema nanovesiculado.
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—>—1L3

0,60

g g

0,40

0,20 +

0,00 f | |

0 30 60 90 0 30 60 90

Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 7. Indices de polidispersio (PDI) das formula¢des das séries L (A) e Q (B)
contendo, ou ndo, MEL nos dias 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento. Os resultados
representam média +£ DP (n=3).

Os valores de PDI da série L apresentaram uma maior variabilidade durante os
90 dias de armazenamento, podendo-se notar uma reducdo da PDI em todas as
formulagdes. LO mostrou alteragdes significativas nos valores de PDI nos dias 30 ¢ 90
(p< 0,05), L1 entre os dias 0 € 90 e 60 e 90 (p< 0,05), L2 entre 0 ¢ 60 ¢ 0 € 90 (p<
0,05) e L3 entre 0 e 30, 60, 90, entre 30 e 90 e entre 60 e 90 dias (p< 0,05).

Por outro lado, as formulagdes da série Q ndo apresentaram alteracOes
significativas nos valores de PDI durante os 90 dias de armazenamento, reforcando a
hipotese de que o polimero estaria agindo no sentido de estabilizar as suspensdes de

nanovesiculas.
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Figura 8. Valores de potencial zeta das formulacdes das séries L (A) e Q (B)
contendo, ou nao, MEL nos dias 0, 30, 60 ¢ 90 dias de armazenamento. Os resultados
representam média £ DP (n=3).

Observou-se que durante os 90 dias de armazenamento os valores de &, tanto
para as formulagdes da série L quanto para as formulacdes da série Q, ndo
apresentaram diferencas significativas. Os valores de & dos coloides permaneceram
negativos concentrando-se na faixa de -27 mV e -36 mV, caracterizando-os como

formulagdes estaveis.
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Figura 9. Valores de teor (%) das formulacdes das séries L (A) e Q (B) contendo

MEL nos dias 0, 30, 60 e 90 dias de armazenamento. Os resultados representam média
+ DP (n=3).

Os teores de MEL das suspensdes de nanovesiculas das séries L e Q resultantes
de 90 dias de armazenamento ndo apresentaram alteragdes significativas. Todas as
suspensdes de L e Q apresentaram um teor de MEL no tempo 0 em torno de 100 % e,
no final de 90 dias, apresentavam os seguintes teores de MEL: L1 (80 % =+ 1,3), L2
(92 % +2,2), L3 (90 % + 3,9), Q1 (90 % + 5,0), Q2 (92 % = 2,6) e Q3 (97 % + 5,1).

5.2.7 Avaliacao morfologica

A analise morfologica da suspensdao de nanovesiculas QO foi realizada por

MET com aumentos de 20.000 e 50.000 vezes (Figura 10).
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Figura 10. Fotomicrografias obtidas por MET da suspensao de nanovesiculas Q0 em
diferentes aumentos (A) 20.000x e (B) 50.000x.

Analisando as fotomicrografias da suspensdo QO, observam-se estruturas
esféricas com a bicamada lipidica bem delimitada, apresentando coloragao escura nas
bordas externas e centrais, provavelmente devido a deposicdo de quitosana. As
nanoestruturas apresentam didmetros médios em torno de 150 nm e 250 nm. O
diametro médio destas nanovesiculas, determinado por espalhamento de luz dindmico
em Zetasizer®, foi 268 nm e a de PDI 0,4, o que justifica a visualizacio de mais de
uma populacdo. Verifica-se que o didmetro obtido através da técnica de espalhamento
de luz dinamico foi superior ao visualizado através de MET. Isto se deve a técnica de
espalhamento de luz, em que o didmetro obtido representa o raio hidrodinamico da

particula.

Algumas nanovesiculas apresentaram invagina¢des (Figura 10B, indicadas
pelas setas), situacdo semelhante a verificada por Johnsson (2001). De acordo com o
autor, invaginagdes nas nanovesiculas podem ocorrer pela pressio osmotica
ocasionada pelo aumento da concentracdo de sal (neste caso, o agente de contraste
acetato de uranila) na amostra devido a evaporagdo da suspensdo durante o periodo de

preparacao do grid.
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5.2.8 Analise de fenémenos de instabilidade via Turbiscan LAb®

O analisador optico, Turbiscan, tem sido empregado no estudo de estabilidade
de emulsdes e dispersdes coloidais concentradas. Dentre as vantagens apresentadas
por este equipamento, destaca-se a detec¢do de possiveis fendmenos de instabilidade
muito antes que estes sejam detectados por observacdo visual do analista,
especialmente no caso de sistemas opacos e concentrados. Em sistemas opacos as
desestabilizagdes serdo visualizadas atraves de alteragdes no retroespalhamento de luz
(backscattering) e em sistemas translucidos sera visualizado através de alteragdes nas
medidas de transmissdo da luz. A desestabilizacdo de uma suspensdo freqlientemente
se deve a dois tipos de fendmenos fisicos: variagdo no tamanho de particula
(coalescéncia) e agregacdo de particulas (floculagdo) e a migragdo das particulas
(cremagem ou sedimenta¢do) (MENGUAL et al., 1999; LEMARCHAND et al.,
2003).

A Figura 11 apresenta os graficos resultantes das analises de fenomenos de
instabilidade das suspensdes de nanovesiculas das séries L e Q utilizando Turbiscan

LAb®, sob condi¢des analiticas descritas no item 4.2.2.10.
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Figura 11. Graficos de transmissao (T) e backscattering (BS) (%) das suspensoes L0,
L1, L2, L3, QO0, QI, Q2 e Q3 obtidos em um periodo de 24 h a 25°C. Os dados
encontram-se expressos em func¢ao da altura do porta-amostras (0-50 mm), onde 0 mm
corresponde o fundo e 50 mm corresponde o topo do porta-amostras. O sentido do
tempo de analise ¢ indicado pela seta.

Observando os graficos da série L, verifica-se que o sinal de transmissao (T)
ndo ¢ nulo e, portanto, a reflexdo parcial da luz que atravessa a parede do porta-
amostra ¢ a amostra interferem no sinal de backscattering (BS). Sendo assim, somente
os sinais de T deverdo ser avaliados (LEMARCHAND et al., 2003). Em todas as
suspensdes de nanovesiculas ocorreu um aumento na intensidade de transmissdao ao

longo de 24 h e o sinal de BS permaneceu constante, indicando que ndo ocorrera
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fendmenos de cremagem e de sedimentagdo (LEMARCHAND et al., 2003). Todos os
graficos apresentaram o mesmo perfil, porém, intensidades de T diferentes. No final
de 24 h de scanning, a suspensdo LO apresentou intensidade de T em torno de 10 %,
L1 um valor pouco abaixo de 20 %, L2 um valor pouco abaixo de 10 % e L3
apresentou valor de T pouco acima de 20 %. Os aumentos, ainda que discretos, das
intensidades de T observadas nos graficos referentes as suspensoes da série L sugerem
uma tendéncia a redugdo do tamanho de particula, fato também observado no estudo
de estabilidade do didmetro médio de particula, conduzido por espalhamento de luz

dinamico, das mesmas.

Os graficos referentes as suspensdes da série Q apresentam o mesmo perfil,
onde o sinal de BS (em torno de 10 %) permaneceu constante durante as 24 h de
analise. A auséncia de qualquer outro sinal indicativo de fenomenos instabilidade
evidencia a estabilidade destas formulacdes, apontando a influéncia da quitosana na

organizagao e estruturacao das nanovesiculas presentes nas suspensoes.

5.3 Caracterizacao dos hidrogéis

5.3.1 Determinacio do pH

Na Tabela 11 encontram-se os valores de pH dos hidrogéis analisados apos a

preparacao.
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Tabela 11. Valores de pH dos hidrogéis. Os resultados estdo expressos como a média
+ DP (n=3).

Géis pH Géis pH

BO 6,6 0,28 BMEL 6,7+0,11
LO 6,6 0,07 L2 6,3+0,33
Qo0 6,1 £0,36 Q2 6,1 +0,19

Todos os hidrogéis apresentaram valores de pH semelhantes, variando entre 6,1
e 6,7, indicando que a incorporacao das suspensodes de nanovesiculas, contendo ou ndo
MEL e da MEL livre, ndo provocou alteracdes no pH original do hidrogel de
hidroxietilcelulose classico (B0, pH 6,6). Uma vez que o pH da pele varia de 4,0 a 7,0,
estes hidrogéis se mostram adequados para aplicagdo cutanea (BARATA, 2002).

5.3.2 Quantificacao de MEL nos hidrogéis

Os doseamentos de MEL a partir dos hidrogéis apresentaram os seguintes
teores (%) de farmaco: BMEL (100,2 %), L2 (101,3 %) e Q2 (101,5 %). Os ensaios
foram conduzidos conforme o item 4.2.3.2 utilizando metodologia previamente

validada.

5.3.3 Distribuiciao do diAmetro médio de particulas presentes nos hidrogéis

Os graficos da distribuicdo dos diametros médios de particulas presentes nos
hidrogéis sdo apresentados na Figura 12. Os dados foram plotados relacionando o

numero de particulas (%) em funcao de seus didmetros (nm).
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Figura 12. Comparacao entre as distribuicdes dos diametros médios de particula das
nanovesiculas incorporadas em hidrogéis (L0, L2, QO0, Q2) em relagdo ao hidrogel

branco (BO).

A distribuicdo dos didmetros médios de particulas das nanovesiculas obtidos a

partir das andlises dos hidrogéis demonstra similaridade ao intervalo de didmetros

médios de particula das suspensdes de nanovesiculas antes da incorporacao destas aos

hidrogéis. Nota-se que a distribuicdo do didmetro da formulagdo branca ndo se

sobrepOs a distribuigdo dos didmetros das formulagdes contendo os nanossistemas,

confirmando a presenca das nanovesiculas apds a incorpora¢ao nos hidroggéis.
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5.3.4 Avaliacio da viscosidade

A determinagdo das propriedades reoldgicas de um sistema pode contribuir
para a avaliacdo da influéncia que os processos de fabricacdo, bem como, dos
componentes utilizados exercem na preparacdo de formulagdes e, também, para
otimizar o desenvolvimento de novos produtos (BRUMMER ¢ GODERSKY, 1999).
Os estudos reologicos podem fornecer informacdes reais e versateis sobre as
propriedades estruturais de diferentes formas farmacéuticas e cosméticas utilizadas

topicamente (ALVES, 2006).

A hidroxietilcelulose (Natrosol®™) é formada a partir da reagdo da celulose com
o o6xido de etileno e vem sendo amplamente utilizada como agente suspensor e
estabilizante, agente de consisténcia para emulsdes e agente formador de gel ndo-
10nico. Dentre as suas propriedades fisico-quimicas destacam-se a estabilidade em
uma ampla faixa de pH (a viscosidade sofre pequenas alteragdes entre pH 2-12), a
compatibilidade com substancias aniOnicas, ndo-idnicas, anfotéricas e catidnicas, a
possibilidade de obtencdo do gel tanto a frio quanto a quente e ndo requer a utilizagao
de neutralizantes. Comporta-se como fluido ndo-newtoniano com perfil reologico
pseudoplastico (BRAUN e ROSEN, 2000). As caracteristicas citadas acima foram
determinantes para a escolha da hidroxietilcelulose como base para a incorporagao das
suspensoes de nanovesiculas das séries L e Q, uma vez que, estas sdo termosenssiveis
e, portanto, a possibilidade de preparacdo a frio se torna interessante. Os

comportamentos reoldgicos dos géis sdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Perfis reologicos dos hidrogéis descritos pelo modelo de Ostwald.

Analisando os reogramas, observa-se que as bases semi-solidas, preparadas a
base de gel ndo i6nico, contendo diferentes sistemas apresentaram comportamento
reologico pseudopléstico e estiveram de acordo com modelo descrito por Ostwald.

Nota-se que a incorporacdao das suspensdes de nanovesiculas (L0, L2, QO e
Q2), em total substituigdo a agua, para obtencdo dos hidrogéis ndo alterou o
comportamento pseudoplastico original caracteristico do hidrogel de Natrosol® (B0).
Na Tabela 12 estdo descritos os valores dos coeficientes de regressdo linear e os

parametros caracteristicos do modelo de Ostwald.
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Tabela 12. Valores dos coeficientes de regressio linear (R%), indices de escoamento
(n) e de consisténcia (K) dos hidrogéis obtidos a partir de seus perfis reoldgicos. Os

valores estdo expressos como média + DP (n=3).

Géis R? n K (Pa.s")

BO 0,9994 +0,0002 0,38 + 0,02 11,11 + 1,08
BMEL 0,9896 = 0,0008 0,31 + 0,04 12,61 + 0,56
L0 0,9990 =+ 0,0003 0,41 + 0,01 11,25+ 1,67
L2 0,9963 + 0,0071 0,39+ 0 11,53 + 0,59
QO 0,9983 =+ 0,0009 0,34 + 0,04 11,13 + 1,66
Q2 0,9969 =+ 0,0009 0,38 +0,01 12,02 + 0,45

Os valores dos coeficientes de regressao linear obtidos a partir das equacdes da
reta dos hidrogéis foram superiores a 0,99 para todos os géis analisados. Os indices de
escoamento (N) obtidos foram inferiores a 1, estando de acordo com as caracteristicas
de fluidos pseudoplasticos e os indices de consisténcia (K) ndo apresentaram
diferengas significativas com a adi¢ao das suspensoes de nanovesiculas das séries L e
Q e da MEL livre aos hidrogéis. Ressalta-se, portanto, a adequagdo do comportamento

reologico destes hidrogéis ao modelo pseudopléstico descrito por Ostwald.

5.3.5 Analise de fenémenos de instabilidade via Turbiscan LAb®

As formulacdes semi-sélidas foram submetidas a analises em Turbiscan LAb®
com o objetivo de verificar a homogeneidade e estabilidade das mesmas. Os hidrogéis
contendo as suspensdes de nanovesiculas das séries L e Q apresentaram uma
coloragdo esbranqui¢ada/amarelo palido e translicida (coloragdo caracteristica das
suspensoes de nanovesiculas). O hidrogel contendo MEL livre (BMEL) e o hidrogel
branco (B0) apresentaram coloragdo transparente. Os graficos de T e BS dos hidrogéis

obtidos sob condic¢des analiticas descritas no item 4.2.3.5 sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Graficos de transmissao (T) e backscattering (BS) (%) dos hidrogéis B0,
BMEL, L0, L2, Q0 e Q2 obtidos em um periodo de 24 h a 25°C. Os dados encontram-
se expressos em func¢do da altura do porta-amostras (0-50 mm), onde 0 mm
corresponde o fundo ¢ 50 mm corresponde o topo do porta-amostras. O sentido do
tempo de analise ¢ indicado pela seta.

A partir da analise dos graficos de turbiscan, observa-se uma similaridade nos
perfis e nos valores de BS, que ficaram em torno de 10 % durante todo o periodo de
analise para as amostras dos hidrogéis L0, L2, Q0 e Q2. Os graficos dos hidrogeis B0
e BMEL, por serem transparentes, apresentaram valores de AT em torno de 3 %, que
permaneceram constantes ao longo do periodo de analise. Nao foram detectados sinais
indicativos de instabilidade nos hidrogéis analisados sendo considerados, portanto,

estaveis.

5.4 Ensaios de estresse oxidativo

Estresse oxidativo (EO) ¢ o termo geralmente utilizado para descrever os danos
causados pelo acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN)

que causam danos a estrutura das biomoléculas (DNA), lipidios, carboidratos e
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proteinas, além de outros componentes celulares. O nivel de EO ¢ determinado pelo
balanco entre a atividade pro-oxidante e a atividade antioxidante do organismo. Sendo
assim, pode-se dizer que o EO surge a partir do desequilibrio entre substancias pro-
oxidantes e antioxidantes, resultando em um aumento da formacao de radicais livres e
de injurias oxidativas. As ERO podem ser geradas de forma endogena, durante o
metabolismo celular, ou de forma exdgena, durante exposicao ao alcool, tabagismo,

drogas, raios UV, entre outras (URSO e CLARKSON, 2003).

O mecanismo pro-oxidante inclui radicais livres, tais como o anion superoxido,
o radical hidroxil, o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio singlete. Um dos
principais mecanismos de lesdo celular relativos ao EO ¢ a lipoperoxidagdo, que se
relaciona com a oxidagdo da camada lipidica das membranas celulares. Além disso, o
EO pode gerar danos ao DNA, as proteinas e também tem implicagdes na patogénese
de varias doengas em humanos, que incluem doenca de Alzheimer, diabetes,
hipercolesterolemia, sindrome hepatorrenal, entre outras, além de estar envolvido no
processo normal de envelhecimento. No sistema cardiovascular, o EO contribui para o
inicio e a progressao de doencas como a hipertensao, a aterosclerose, a hipertrofia

cardiaca e o infarto no miocardio (URSO ¢ CLARKSON, 2003).

Como as substancias pro-oxidantes sdo constantemente formadas em pequenas
quantidades no metabolismo normal, as células possuem mecanismos para evitar o
desequilibrio oxidativo e, assim, impedir o dano causado pelos mecanismos
agressores (URSO e CLARKSON, 2003). Salienta-se que a composicao das defesas
antioxidantes difere quanto ao tecido, ao tipo de célula e, possivelmente, entre células
do mesmo tipo, em um dado tecido, sendo dividida em dois sistemas: 0 enzimatico € o

nao enzimatico (DERESZ et al., 2007).

O sistema antioxidante enzimatico inclui as enzimas superdxido desmutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). J& o ndo enzimdtico inclui
substancias sintetizadas pelo organismo, como a bilirrubina, a ceruloplasmina, os
hormoénios sexuais, a MEL, a coenzima Q e o acido urico. Além disso, outros

antioxidantes sao ingeridos através da dieta, como o &cido ascorbico (vitamina C), o

80



Resultados e Discussao

a-tocoferol (vitamina E), o 3-caroteno e os flavonoides (URSO e CLARKSON, 2003;
DERESZ et al., 2007).

5.4.1 Niveis de radicais livres (DCF)

A oxidagdo de DCFH (2°, 7’-diclorofluoresceina) a DCF (2°, 7’-
diclorofluoresceina), um produto fluorescente resultante da oxidagao de DCFH, ¢ um
indicador bastante sensivel que tem sido utilizado para medir o nivel de estresse
oxidativo nas células. Foi demonstrado que a DCFH-DA (2°, 7°-diclorofluoresceina
diacetato) pode rapidamente atravessar as membranas e ser hidrolizada por estearases
intracelulares a DCFH (ndo fluorescente). Na presenca de ERO, a DCFH ¢ oxidada ao
produto altamente fluorescente DCF (LEBEL et al., 1992).

No presente trabalho, os niveis de DCF foram avaliados em peles da regido
dorsal de camundongos submetidos a radiagdo UVA e a diferentes tratamentos. Os

resultados sao mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Niveis de DCF na pele controle (C), pele exposta a radiagao UV (I) e pele
exposta a radiacdo UV e tratada com hidrogéis (Q0, Q2, BO e BMEL). * Indica
diferenca significativa (p< 0,001) do grupo I e ( p< 0,05) do grupo B0 em relagdo ao
grupo C, ** indica diferenca significativa (p< 0,05) do grupo Q2 ¢ BMEL em relagdo
ao grupo I, *** indica diferenga significativa (p< 0,05) do grupo BMEL em relacdo ao
grupo BO.

Analisando os resultados de formacao de radicais livres (ou de DCF), observa-
se que houve um aumento significativo na producdo de DCF entre o grupo que
recebeu radiacdo UV (I) e o que recebeu radiagdo UV + aplicagdo topica do gel
branco (B0) em relacdo ao grupo controle (C), indicando que a dose de radiagdo UVA
administrada foi suficiente para provocar a formacao de radicais livres. Os grupos que
receberam radiagdo UV + aplicagdo tdpica dos géis que continham MEL (Q2 e
BMEL) apresentaram uma reducao significativa na formag¢ao de DCF, evidenciando o
efeito antioxidante da MEL frente aos radicais livres. O grupo que recebeu a aplicacao
topica do gel BMEL (BMEL) apresentou niveis de DCF significativamente menores
que o grupo que recebeu aplicagdo topica do gel BO (B0) (ambos receberam radiagao
UV), o que demonstra, mais uma vez, o efeito protetor da MEL. Nesta situacao, a
nanoencapsulagdo da MEL nos quitossomas presentes no gel Q2 ndo apresentou

protecao diferenciada daquela exibida pela MEL livre presente no gel BMEL. Uma
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vez que, até¢ este momento ndo se encontrou, na literatura, relatos acerca da agdo
antioxidante da MEL na pele a partir da analise dos dados de formagdo de radicais
livres (DCF) pode-se inferir, dos resultados obtidos neste estudo, a potencialidade da

acdo antioxidante topica da MEL em resposta aos danos ocasionados pela radiacao

UVA.

5.4.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A sensibilidade de se determinar substincias reativas ao acido tiobarbiturico
fez deste ensaio o método de escolha para a deteccdo e monitoragdo da
lipoperoxidacdo, maior indicador do estresse oxidativo. Este ensaio permite que se
obtenham informacdes importantes no que diz respeito aos efeitos gerados pelos
radicais livres e tem sido amplamente utilizado na avaliagcdo da atividade antioxidante
de inimeras substancias. Os resultados sdo expressos em relacdo aos niveis de MDA
(malondialdeido), produto final da lipoperoxida¢do. Normalmente, as amostras
biologicas contém uma mistura de TBARS, incluindo hidroperoxidos lipidicos e
aldeidos, que aumentam seus niveis em resposta ao estresse oxidativo. Os niveis de
TBARS retornam, com o tempo, a niveis normais, dependendo da presenca de

substancias antioxidantes (JANERO, 1998; LEF’EVRE et al., 1998).

No presente trabalho, os niveis de MDA foram avaliados em peles da regido
dorsal de camundongos submetidos a radiacio UVA e a diferentes tratamentos. Os

resultados sao mostrados na Figura 16.
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Figura 16. Niveis de MDA na pele controle (C), pele exposta a radiagao UV (I) e
pele exposta a radiacdo UV e tratada com hidrogéis (Q0, Q2, B0 e BMEL). Nao
houve diferencgas significativas entre os 6 grupos experimentais.

Em relagdo aos niveis de MDA, nao foram verificadas alteragdes significativas
entre os 6 grupos. Observando o grafico, pode-se notar uma maior forma¢cao de MDA
nas amostras do grupo I, conforme o esperado. Por outro lado, os demais grupos (QO,
Q2, BO e BMEL) apresentaram niveis de MDA semelhantes ao do grupo C.
Comparando os grupos que receberam radiagdo UV + aplicacdo topica de géis
contendo MEL (Q2 e BMEL), pode-se visualizar uma maior variagdo entre as
amostras do grupo BMEL, o que indica uma menor variabilidade e uma maior
consisténcia nos dados exibidos pelo grupo Q2 frente a lipoperoxidagdo induzida por

radiagao UVA.

Estudos confirmam que a radiacdo UVA induz a peroxidagdo lipidica e a
produ¢do de MDA (FU et al., 2000; INAL et al., 2001). No presente estudo, devido a
grande variabilidade entre as amostras observada no grupo I, ndo foi possivel observar

diferencga significativa entre os grupos experimentais.
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5.4.3 Teor de tiois totais

Tio6is sdo compostos que contém um grupo sulfidrila (-SH) ligado a um atomo
de carbono. Sdao moléculas enddgenas que atuam como antioxidantes eficientes,
protegendo as células contra os efeitos deletérios ocasionados pelos radicais livres. Os
tidis intra- e extracelulares, desempenham papel importante na determinagdo da
estrutura e fungdo das proteinas, na regulacdo da atividade enzimatica ¢ na protecao

antioxidante (WLODEK, 2002).

No presente trabalho, os niveis de tidis totais foram avaliados em peles da
regido dorsal de camundongos submetidos a radiagdo UVA e a diferentes tratamentos.

Os resultados sao mostrados na Figura 17.
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Figura 17. Niveis de Tio6is Totais na pele controle (C), pele exposta a radiacao UV ()
e pele exposta a radiacdo UV e tratada com hidrogéis (Q0, Q2, BO e BMEL). * Indica
diferenga significativa (p< 0,001) dos grupos I, QO0, Q2, B0 e BMEL em relagdo ao
grupo C.
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Analisando os resultados obtidos em relacdo aos niveis de tiois totais,
observou-se diferenca significativa entre o nivel de tiois exibido pelo grupo controle
(C) e os demais grupos experimentais (I, Q0, Q2, B0 e BMEL), indicando que a dose
de radiacido UVA administrada causa danos aos grupamentos tidis, comprometendo
sua protecdo antioxidante. Nota-se, também, que os grupos que receberam radiagdo
UV + aplicacao topica dos géis contendo MEL (Q2 e BMEL) exibiram niveis de tidis
totais um pouco maiores que os demais (I, Q0 e B0), sugerindo um efeito protetor da
MEL frente aos danos gerados pela radiacio UVA. Até o presente momento, ndo ha
relato na literatura sobre a acdo antioxidante da MEL a partir da anélise dos niveis de
tiois totais na pele. Sendo assim, estes resultados pontuam uma prote¢ao antioxidante

topica exercida pela MEL.

5.4.4 Atividade da superoxido desmutase (SOD)

A SOD ¢ uma enzima antioxidante que desempenha papel importante na
reducdo dos danos celulares gerados pelo anion superoxido, reduzindo-o a peroxido
de hidrogénio e oxigénio. Trés isoformas foram identificadas: Cobre/Zinco-SOD
(citosol), Manganés-SOD (mitocondria) e SOD extracelular (URSO e CLARKSON,
2003).

Neste estudo, a atividade da SOD foi avaliada em peles da regido dorsal de
camundongos submetidos a radiacdo UVA e a diferentes tratamentos. Os resultados

sdao mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Atividade da SOD na pele controle (C), pele exposta a radiacdo UV (I) e
pele exposta a radiagdo UV e tratada com hidrogéis (Q0, Q2, BO e BMEL). * Indica
diferenga significativa (p< 0,05) do grupo I em relagdo ao grupo C, ** indica
diferenca significativa (p< 0,05) do grupo Q2 em relagdo ao grupo I.

A atividade da SOD mostrou-se significativamente reduzida no grupo I em
relacdo a atividade expressa pelo grupo C. Conforme esperado, a radiacio UVA
causou efeitos deletérios sobre o sistema de defesa antioxidante celular. Os demais
grupos nao apresentaram diferencas significativas entre as atividades enzimaticas em
relagcdo ao grupo C, o que leva a crer que o tratamento topico com os géis, contendo
(Q2 e BMEL) ou nao (BO e BMEL) MEL, serviram como uma barreira fisica a
radiacdo UVA protegendo a pele contra seus efeitos danosos. O grupo Q2, por sua
vez, apresentou diferenca significativa na atividade da SOD em relagdo a atividade
expressa pelo grupo I, apresentando uma atividade muito préxima daquela exibida
pelo grupo C. Este resultado demonstra uma maior protecdo da pele que foi submetida
ao tratamento topico com gel contendo MEL associada aos quitossomas (Q2) diante

dos demais tratamentos avaliados frente aos danos ocasionados pela radiagdo UVA.
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O gel contendo a formulagdo Q2, provavelmente devido a presenca dos
quitossomas, permitiu uma maior penetracdo cutdnea da MEL conferindo, portanto,
uma maior prote¢do a pele. Biruss e Valenta (2006) avaliaram a permeacao cutinea e
a estabilidade quimica de hormoénios incorporados em lipossomas revestidos por
diferentes polimeros (quitosana conjugada com EDTA, carragena, emulsificante
polimérico - Pemulen®, policarbofil). Os resultados apontaram que o revestimento
polimérico dos lipossomas, contendo os hormdnios testados, aumentou a penetragao
cutdnea e melhoraram a estabilidade quimica e microbiologica destes. O polimero
quitosana-EDTA destacou-se dentre os demais polimeros como promissor
componente de produtos destinados a via cutanea por apresentar um amplo espectro
de acdo contra bactérias e por melhorar as propriedades de permeacao através do

rompimento das tight junctions intracelular (SMITH, 2003).

Os ensaios de estresse oxidativo demonstraram que o tratamento com radiacao
UVA foi adequado para promover alteragdes nos niveis de radicais livres, de tidis
totais e na atividade da superoxido desmutase (SOD). Os resultados observados nestes
trés ensaios demonstraram que os tratamentos topicos com hidrogéis contendo MEL
conferiram uma maior protecdo diante dos demais tratamentos avaliados frente aos
efeitos danosos ocasionados pela radiacio UV A, evidenciando o efeito antioxidante
da MEL. Os resultados obtidos a partir da avaliagdo da atividade enzimatica da SOD
demonstram uma maior protecao da pele que foi submetida ao tratamento topico com

hidrogel contendo MEL associada aos quitossomas (Q?2).
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Conclusoes

Foi possivel preparar suspensdes de nanovesiculas de L e Q contendo
concentragdes crescentes de MEL através do método de evaporacdo em fase reversa.
As formulagdes das séries L ¢ Q contendo concentracdes de MEL de 0,5 % ¢ 0,75 %
(m/m) mostraram-se visualmente instdveis, apresentando precipitados. As
nanovesiculas das séries L e Q apresentaram diametros médios que variaram entre 150
nm e 254 nm, indices de polidispersao em torno de 0,4, valores de potencial zeta entre
-35 mV e -28 mV, pH em torno de 4,0, teor médio de MEL préximo a 100 % e

eficiéncia de encapsulacao entre 31,4 % e 60,8 %.

Os resultados obtidos por SAXS revelaram a presenca de estruturas esféricas
unilamelares, condizentes com o método de preparacdo. Os perfis dos espectros de
SAXS das suspensdes de nanovesiculas da série Q mostrarm-se mais definidos do que
aqueles exibidos pelas nanovesiculas da série L, indicando que a quitosana promoveu
uma maior organizagdo da bicamada e uma maior tendéncia em formar estruturas
multilamelares. As espessuras das bicamadas das nanovesiculas da série L foram
ligeiramente superiores as da série Q devido, provavelmente, ao confinamento da
fosfatidilcolina pela quitosana e as nanovesiculas de ambas as séries apresentaram
valores de D e V elevados, indicando um grande volume aquoso encapsulado no

nucleo destas.

As suspensdes de nanovesiculas da série L mostraram uma reducao nos valores
de diametros médios de particula e de PDI durante 90 dias armazenadas a temperatura
ambiente e protegidas da luz. Os valores de potencial zeta e de teor médio de MEL nao
sofreram alteragdes significativas ao longo deste periodo. As suspensdes de
nanovesiculas da série Q se mantiveram estaveis e nao sofreram alteragdes quanto aos
diametros medios, indices de polidispersdo, potencial zeta e teor médio de MEL

durante 90 dias armazenadas a temperatura ambiente e protegidas da luz.

As fotomicrografias obtidas por MET revelaram a presenga de estruturas
esféricas com faixa de didmetro de particula semelhante a obtida por espalhamento de

luz dinamico.
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Os resultados obtidos por Turbiscan LAb® para as suspensdes de nanovesiculas
da série L apontam uma tendéncia a reducdo do tamanho de particula, situagdo
também observada no estudo de estabilidade do didmetro médio de particula durante
periodo de 90 dias por espalhamento de luz dinamico. Ja as suspensdes de
nanovesiculas da série Q nio apresentaram alteragdes nos graficos de Turbiscan LAb®,
descartando a possibilidade da visualizacido de fenomenos de instabilidade e

evidenciando a influéncia da quitosana na estabilizacdo das nanovesiculas.

A preparagio de hidrogéis de Natrosol® contendo as suspensdes de
nanovesiculas e a solu¢ao hidroalcodlica de MEL livre em total substituicdo a agua
ndo alterou o comportamento pseudopldstico caracteristico deste polimero descrito
pelo modelo de Ostwald. Além disso, os hidrogéis apresentaram valores de pH

adequados para aplicacao cutanea.

As anélises dos graficos de Turbiscan LAb® revelaram que os hidrogéis ndo

apresentaram tendéncia a desestabilizagao.

Diante dos resultados obtidos a partir dos ensaios de estresse oxidativo, pode-se
verificar que a MEL apresentou atividade antioxidante frente aos efeitos deletérios
ocasionados pela radiagdo UVA através da andlise de pardmetros tais como niveis de

radicais livres, niveis de tidis totais e atividade da superoxido desmutase (SOD)

O conjunto de resultados obtidos demonstra a potencialidade dos
quitossomas em atuarem como sistemas carreadores da MEL. Este sistema
nanoestruturado ¢ promissor para incorporacdo em formulagdes para a aplicacdo
cutanea destinadas a protecdo contra os efeitos deletérios exercidos pela radiagdo

UVA.
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Anexo 1

I. Validacdo de metodologia analitica para quantificacio da MEL presente na

suspensao de nanovesiculas Q2

1. Linearidade

A partir de uma solugdo de MEL com concentragdio de 1 mg/mL, foram
transferidas aliquotas de 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0; 150,0; 175,0 uL para baldes
volumétricos de 10 mL. Os volumes foram completados com acetonitrila, obtendo-se
solugdes com concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 pg/mL. Foram
feitas trés curvas padrao em trés dias consecutivos € o estudo da linearidade do método
analitico foi realizado através da andlise da variancia (Tabela 1-Al) verificando-se
regressao linear significativa e desvio da linearidade ndo significativo (p< 0,01). Na
figura 1-A1 esté representada graficamente a curva média obtida para quantificacdo de

MEL, a equagdo da reta e o coeficiente de correlagdo obtido.

5000000 -
y=261247x - 34183

4000000 - R=0,99%2
-]
£ 3000000 -
2
3
£ 2000000 -

1000000 -

0 T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
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Figura 1-A1. Representacdo grafica da curva padrao de MEL obtida por CLAE.

107



Anexo 1

Tabela 1-A1. ANOVA das areas absolutas obtidas na determinagdo da curva padrdo
da MEL por CLAE.

Fontes de variacao GL Sﬁ;ﬁ;‘aizz Variancia F
ENTRE 6 1,735x10" 2,891x10" 35,60%*
- regressdo linear 1 1,733x10" 1,733x10" 213,45%
- desvio da 11 10

RV 5 1,575x10 3,149x10 0,038
linearidade
RESIDUO 56 4,547x10" 8,119x10"
TOTAL 62

*significativo para p< 0,01

Apos a avaliagdo da linearidade da curva padrdo, os limites de detec¢ao (LD) e
quantificacao (LQ) foram calculados a partir das equacdes 3 e 4, respectivamente. Os

valores obtidos foram 0,189 pug/mL para LD e 0,569 pg/mL para LQ.

2. Repetibilidade

Os resultados de repetibilidade estdo expressos na forma de desvio padrao

relativo (DPR) e sdo apresentados na Tabela 2-Al.
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Tabela 2-A1. Valores experimentais obtidos em trés dias consecutivos para o estudo

da repetibilidade.

Amostra Teor (%) Média DPR (%)
1 100,12

2 101,62

3 101,38 100,90 1,63

4 100,84

5 103,14

6 98,27

3. Precisao intermediaria

Para a avaliagdo da precisdo intermedidria do método analitico, os doseamentos

foram realizados em trés dias consecutivos. Os resultados foram expressos em DPR e

podem ser visualizados na Tabela 3-Al.

Tabela 3-A1. Determinagao do teor de MEL contida nas nanovesiculas em trés dias

consecutivos por CLAE.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Média do teor™* (%) 100,90 96,75 99,63
DPR (%) intra-dia 1,63 2,67 1,95
Média final (%) 99,09
DPR (%) inter-dia 2,15

*cada valor corresponde a média do doseamento de seis amostras.

Uma vez que, em ambas as determinagdes, os valores de DPR foram inferiores

a 5%, pode-se dizer que o método analitico avaliado demonstrou precisdo e

repetibilidade adequadas.
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4. Exatidao

Com o método analitico empregado, recuperou-se 102,90% da concentracao
final de 5 pug/mL; 99,95% de 10 pug/mL e 100,7% de 15 pg/mL, obtendo-se uma
porcentagem média de recuperagao de 101,18%. Este resultado indica que o método
analitico avaliado ¢ exato e estd de acordo com os limites preconizados pela ICH e

ANVISA. Os valores de recuperagao individuais estdo dispostos na Tabela 4-Al.

Tabela 4-A1. Valores experimentais obtidos na quantificagdo de MEL contida nas
nanovesiculas por CLAE.

Concentracao final (ug/mL) Recuperagao (%) Média (%)

102,73

5,0 104,08 102,90
101,87
97,91

10,0 99,90 99,95
102,04
100,15

15,0 101,18 100,70
100,76

Recuperagao média = 101,18%

5. Especificidade

As Figuras 5-Ala e 5-Alb demonstram os cromatogramas obtidos a partir da
suspensao de quitossomas sem farmaco (QO) e contendo farmaco (Q?2),

respectivamente.
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Figura 5-A1. Cromatogramas obtidos a partir da suspensdo de quitossomas sem
farmaco (QO) (a) e contendo farmaco (Q2) (b).

111



Anexo 2

II. Validacdo de metodologia analitica para quantificacio da MEL presente no

hidrogel contendo a suspensiao de nanovesiculas Q2

1. Linearidade

A partir de uma solugdo de MEL com concentragdio de 1 mg/mL, foram
transferidas aliquotas de 25,0; 50,0; 75,0; 100,0; 125,0; 150,0; 175,0 uL para baldes
volumétricos de 10 mL. Os volumes foram completados com acetonitrila, obtendo-se
solucdes com concentragdes de 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 ug/mL. Foram
feitas trés curvas padrao em trés dias consecutivos e o estudo da linearidade do método
analitico foi realizado através da andlise da variancia (Tabela 1-A2) verificando-se
regressao linear significativa e desvio da linearidade ndo significativo (p< 0,01). Na
Figura 1-A2 est4 representada graficamente a curva média obtida para quantificacao

de MEL, a equacgdo da reta e o coeficiente de correlacdo obtido.
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4000000
s
5 3000000 -
:
[+
(] -
& 2000000

1000000 ~

0 T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
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Figura 1-A2. Representacdo grafica da curva padrao de MEL obtida por CLAE.
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Tabela 1-A2. ANOVA das areas absolutas obtidas na determinagdo da curva padrao
da MEL por CLAE.

Fontes de variacao GL Soma dos quadrados Variancia F
ENTRE 6 1,148x10" 1,91x10"”  520,06*
- regressdo linear 1 1,148x10" 1,15x10"  3119,53*
- desvio da linearidade 5 3,067x10’ 6,14x10° 0,167
RESIDUO 56 2,060x10" 3,68x10'"°

TOTAL 62

*significativo para p< 0,01

A partir dos dados do estudo da linearidade da curva padrdo os limites de
deteccao (LD) e quantificagcdo (LQ) foram calculados de acordo com as equagdes 3 e
4, respectivamente. Os valores obtidos foram 0,122 pg/mL para LD e 0,366 ng/mL
para LQ.

2. Repetibilidade

Os resultados de repetibilidade estdo expressos na forma de desvio padrao

relativo (DPR) e sdo apresentados na Tabela 2-A2.
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Tabela 2-A2. Valores experimentais obtidos em trés dias consecutivos para o estudo
da repetibilidade.

Amostra Teor (%) Média DPR (%)
1 100,79

2 99,86

3 99,21 100,00 0,51

4 100,02

5 100,17

6 99,95

*cada valor corresponde a média do doseamento de seis amostras.

3. Precisao intermediaria

Os doseamentos foram realizados em trés dias consecutivos € os resultados

foram expressos em DPR podendo ser visualizados na Tabela 3-A2.

Tabela 3-A2. Determinagao do teor de MEL contida nas nanovesiculas em trés dias
consecutivos por CLAE.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
Meédia do teor™* (%) 100,00 100,06 104,38
DPR (%) intra-dia 0,51 1,75 0,62
Média final (%) 101,48
DPR (%) inter-dia 2,02

*cada valor corresponde a média do doseamento de seis amostras.
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Uma vez que, em ambas as determinacgdes, os valores de DPR foram inferiores
a 5%, pode-se dizer que o método analitico avaliado demonstrou precisdo e

repetibilidade adequadas.

4. Exatidao

Em relacdo a avaliacdo da exatiddo, o método analitico em questdo permitiu a
recuperacao de 87,70% para concentragdo final de 5 pug/mL; 97,21% para 10 pg/mL e
de 100,91% para 15 pg/mL, obtendo-se uma porcentagem média de recuperagdo de
95,27%. Este resultado indica que o método analitico avaliado ¢ exato e estd de acordo
com os limites preconizados pela ICH e ANVISA. Os valores de recuperacao

individuais estdo dispostos na Tabela 4-A2.

Tabela 4-A2. Valores experimentais obtidos na quantificacio de MEL contida nas
nanovesiculas por CLAE.

Concentracao final (ug/mL) Recuperacgdo (%) Média (%)

87,67

5,0 87,00 87,70
88,43
87,17

10,0 102,77 97,21
101,70
99,68

15,0 101,39 100,91
101,65

Recuperagao média = 95,27%

5. Especificidade

A especifidade da base semi-sélida contendo a suspensdo de nanovesiculas foi
avaliada por CLAE a partir de um gel composto pela suspensdo de quitossomas sem
farmaco (QO) e contendo farmaco (Q2). O cromatograma obtido pode ser visualizado

nas Figuras 5-A2 ae 5-A2 b.
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Figura 5-A2. Cromatograma obtido a partir do gel composto pela suspensdo de
quitossomas sem farmaco (QO) (a) e contendo farmaco (Q2) (b).

116



Anexo 3

!-.'é“,g PRO-REITORIA DE PESQUISA pro¢pesq
T COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul analisou

o projeto:
Namero : 2006663

Titulo : "Desenvolvimento, caracterizagéo fisico-quimica e avaliagao biolégica

de quitossomas para liberagao cutinea da melatonina
Pesquisador (es} :
NOME PARTICIPAGAD EMAIL FONE

SILVIA STANISCUASKI GUTERRES PESQ RESPONSAVEL nanoc@farmacia.ufrgs.br 33085218
ADRIANA RAFFIN POHLMANN PESQUISADOR pohlmann@ig.ufrgs.br

MANUELA DE CASTILHOS FRANGA GONCAL PESQUISADOR manuelafg@terra.com.br

NADYA PESCE DA SILVEIRA PESQUISADOR nadya@iq.ufrgs.br 33086258

O mesmo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, reunido n® 5 .
atan® 85,de 12/4/2007 , por estar adequado ética e metodologicamente e de acordo

com a Resolucéo 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Salide.

Porto Alegre, segunda-feira, 23 de abril de 2007

I S

—.-r—'_.- —

e ! Losﬂmmo
Coordenador RGS

Pagina | de 6

u

sepunda-feira, 23 de abril de 2007

117



