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RESUMO

O sistema nervoso central (SNC) é protegido por uma estrutura dindmica
semipermeavel, denominada barreira hemato-encefalica (BHE), que blinda
eficientemente esta area de possiveis alteragbes ocasionadas por agentes nocivos
oriundos do meio ambiente. Nesse sentido, 0s nanossistemas lipossomais
apresentam ganhos de desempenho e funcionalidade, tendo em vista facilitar a
passagem de medicamentos por essa barreira. Dentre os nutracéuticos que podem
ser utilizados terapeuticamente, o resveratrol (RES) mostra-se muito promissor por
atuar como agente anti-inflamatério e antioxidante. No presente trabalho, foi
confeccionado nanossistema lipossomal de fosfatidilcolina associado com micelas
poloxamero (pluronic F127) para encapsulamento de RES. Cada etapa dos
experimentos (produgdo de micelas de pluronic F127 vazias e com RES,
nanossistemas lipossomais vazios e com RES, nanossistemas lipossomais
extrusados vazios e com RES) foram repetidas por trés vezes para verificar sua
reprodutibilidade, além de terem os valores de didmetro hidrodinamico (Z-Ave e
numeros em percentual) e medidas de polidispersao (Pdl) contabilizados. Na
avaliacdo de Z-Ave, cada grupamento obteve resultados distintos inclusive com
diferencas estatisticas entre os mesmos, sendo necessario recorrer a analise do
didmetro hidrodindmico em numeros para solucionar questionamentos. Ja o Pdl
evidenciou a importancia da técnica de extrusido para obtencao de uma solugao mais
monodispersa (proximo de 0,2). Depois seguiu-se com avaliagao da taxa de eficiéncia
de encapsulamento nos nanossistemas lipossomais extrusados com RES obtendo
taxa de encapsulamento variando de 63,94%, 89,10% e 100%. Além disso, foi
construida nova estrutura extrusada lipossomal com RES e submetida a passagem
por membrana com porosidade compativel a da BHE. Este nanossistema foi capaz de
atravessar e manter seu tamanho proximo aquele de antes da passagem. O
nanossistema liposomal usado mostrou-se eficaz para encapsulamento de RES e
possibilitou taxas de encapsulamento compativeis com a literatura revisada quando
comparado a outros tipos de nanossistemas. Os resultados confirmam as premissas
iniciais de alta eficiéncia da capacidade de encapsulamento. Analises in vitro serao

necessarias para verificar a funcionalidade de entrega de RES no SNC.

Palavras-Chave: Resveratrol, lipossoma, poloxamero, barreira hemato encefalica



ABSTRACT

The central nervous system (CNS) is protected by a semipermeable dynamic structure,
called the blood-brain barrier (BBB), which efficiently shields this area from possible
changes caused by harmful agents from the environment. In this sense, liposomal
nanosystems present gains in performance and functionality, with a view to facilitating
the passage of drugs through this barrier. Among the nutraceuticals that can be
therapeutically used, resveratrol (RES) is very promising for acting as an anti-
inflammatory and antioxidant agent. In the present work, a liposomal
phosphatidylcholine nanosystem was made associated with poloxamer (pluronic
F127) micelles for RES encapsulation. Each step of the experiments (production of
empty and RES-filled pluronic F127 micelles, empty and RES-filled liposomal
nanosystems, empty and extruded extruded liposomal nanosystems with RES) were
repeated three times to verify their reproducibility, in addition to having the diameter
values hydrodynamic (Z-Ave and percentage numbers) and polydispersion (Pdl)
measurements accounted for. About the Z-Ave, each group obtained different results
including statistical difference between then. Therefore was necessary to review the
hydrodynamic diameter in numbers in order to solve this issue. The Pdl showed the
importance of the extrusion method to obtain a more monodisperse solution (close to
0,2). Afterwards, the encapsulation rate was evaluated in the extruded liposomal
nanosystems with RES with an encapsulation rate of 63.94%, 89.10% and 100%.
Then, a new liposomal extruded structure was constructed with RES and subjected to
passage through a membrane with porosity compatible with that of the BBB. This
nanosystem was able to perform diapedesis and maintain its size close to before
passage. The liposomal nanosystem proved to be effective for RES encapsulation with
an encapsulation rate compatible with that of the reviewed literature when compared
to other nanosystem types. The results confirm the initial assumptions of high
efficiency of the encapsulation capacity. In vitro analyses will be necessary to verify
the functionality of RES delivery through CNS.

Key Words: Resveratrol, liposome, poloxamer, blood-brain barrier
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1- INTRODUGAO

Com o progressivo aumento da longevidade e, consequentemente, o
envelhecimento da populagdo mundial cada vez mais significativo, as doengas
neurodegenerativas apresentam-se como fatores de grande relevancia
socioecon6mica para o século atual (MARESOVA et. al, 2016). O sistema nervoso
central (SNC), composto pelo cérebro, cerebelo, tronco encefalico e medula
espinhal, é responsavel pela coordenacao e estimulo as fungdes vitais do corpo
humano. Muitas de suas células sdo extremamente especializadas e com baixa
capacidade de se regenerarem quando sofrem algum dano (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1999).

Do ponto de vista neurolégico, as duas doencas mais prevalentes na
populagado geriatrica e que determinam importantes impactos na qualidade de vida
tanto dos pacientes quanto dos familiares sdo a deméncia de Alzheimer e a doenca
de Parkinson. Contudo, apesar de frequentes na populacdo mundial, ainda nao
existem alternativas eficientes e seguras para impedir a progresséo e até mesmo
possibilitar a cura dessas doengas (DUARTE et. al, 2015; PASSERI et.al, 2022).

O SNC é protegido por uma estrutura dindmica semipermeavel, denominada
barreira hemato-encefalica (BHE), que blinda eficientemente esta area de possiveis
alteragdes ocasionadas por agentes nocivos oriundos do meio ambiente (ex:
medicamentos, substancias quimicas, toxinas, microrganismos, etc), além de auxiliar
na mediagdo de respostas fisioldgicas de grande relevancia (AZAD et. al, 2015).
Neste contexto, um dos fatores limitantes para a evolugao do tratamento de inUumeras
neuropatologias € a transposicdo de medicamentos através da BHE (VIEIRA e
GAMARRA, 2016).

O acesso ao SNC pode ser realizado por meio invasivo, como procedimentos
cirargicos ou injegdes intratecais; ou nao invasivo, sendo que neste ultimo caso
depende da capilaridade celular e capacidade de acesso através da BHE (TELEANU
et. al, 2018). O potencial de atravessar a BHE é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novos métodos visando a prevencao quanto ao tratamento de
varias patologias neuroldgicas. Contudo, além desta habilidade, € importante ter
conhecimento de quais substancias trariam beneficios ao entrar em contato com as

células nervosas centrais (NEVES et. al, 2016).
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A nanotecnologia representa um campo novo que utiliza estratégias
inovadoras para o desenvolvimento e modificagées de materiais com a variagao de
tamanho tipicamente entre 1-100 nm em pelo menos uma dimensao (FAISAL e
KUMAR, 2017). Os esforgos de multidisciplinaridade conferidos pela nanotecnologia
podem levar a novas visbes acerca das possibilidades de medicamentos para
atravessar a BHE e, consequentemente, oferecer novas alternativas terapéuticas.
Algumas caracteristicas como tamanho reduzido, biocompatibilidade, tempo de
circulagao sanguinea prolongado e nao toxicidade convergem em favor desta
alternativa como possibilidade real a ser explorada (TELEANU et. al, 2018).

Varias subdivisbes podem ser utilizadas para classificar os tipos de
nanomateriais € nanossistemas que apresentam potencial para atravessar a BHE
com base em caracteristicas estruturais e fisico-quimicas. Entre elas destacam-se
as nanoparticulas poliméricas, lipossomas, dendrimeros, micelas, nanoparticulas
inorganicas (ouro, silica e carbono); cada uma com suas vantagens e desvantagens
intrinsecas (KAPIL et. al, 2014).

Entretanto, apenas transpor este obstaculo biolégico geralmente ndo é o
bastante com vistas a alguma intervencéo terapéutica ou mesmo preventiva, ja que
€ necessario também ter conhecimento sobre qual substancia poderia trazer
beneficios efetivos ao SNC. Nesse sentido, dentre as varias opg¢des atualmente
consideradas pode ser citado o resveratrol (NEVES et. al, 2016; ANDRADE et. al,
2018). O resveratrol (trans-3,40,5-trihydroxystilbene, RES) € uma biomolécula com
estrutura polifendlica que pode ser encontrada em uvas (vinho tinto), tegumentos de
amendoins, chocolate amargo, agai, mirtilo, nozes, entre outros alimentos e pode
acarretar em beneficios para varias doengas neuroldgicas como Parkinson,
Alzheimer e gliomas (GUO et. al, 2013). De fato, apds a criacdo da Teoria do
Paradoxo Francés na década de 80, a ingestao de vinho, bebida rica em resveratrol,
comegou a ser vista como um potencial auxilio na prevencdo de doencgas
cardiovasculares (FERRIERES, 2004) e direta- ou indiretamente também aquelas
relacionadas ao SNC (SUN et. al, 2002; GUO et. al, 2013; MIGUEL et. al, 2021).

Quando o RES é aplicado diretamente na corrente sanguinea, o figado e as
células epiteliais intestinais ficam responsaveis por degrada-lo em menos de duas
horas. Além disso, apenas a forma trans € benéfica para o SNC e esta pode ser
facilmente modificada para sua forma isomérica (cis) por meio de aumento da

temperatura, mudanga de pH, incidéncia de luminosidade, entre outros. Ou seja, o0
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RES apresenta limitagbes bioldégicas e farmacologicas que potencialmente
atrapalham e até mesmo limitam o seu amplo uso terapéutico (LOUREIRO et. al,
2017).

Contudo, inumeros estudos recentes tém comprovado que diferentes tipos de
nanossistemas s&o capazes de auxiliar a entrega do RES no SNC por meio da
transposicao eficaz da BHE. N&o obstante, outros estudos tém reportado diversos
beneficios do RES na profilaxia e tratamento de muitas patologias neurolégicas
(NEVES et. al, 2016; ANDRADE et. al, 2018; SANTOS et. al, 2019). Desse modo, os
potenciais beneficios do RES a saude humana o torna um composto promissor para
0 seu uso como suplemento dietético, ingrediente alimentar funcional, cosmético e até
mesmo como produto terapéutico. Nesse sentido, com o advento da nanotecnologia
foi possivel avaliar abordagens terapéuticas a base de RES que antes ndo eram
viaveis. Um dos exemplos desta maior eficacia € a possibilidade de atravessar a BHE
e entregar o RES diretamente no SNC, prevenindo a degradacédo e eliminagéo
precoces.

Por conseguinte, as nanoparticulas (NPs) consistem em materiais com
tamanho que variam de 1 a 100 nm, mas que em certos casos podem ser
consideradas abaixo de 999 nm, desde que apresentem ganhos de desempenho ou
funcionalidade. Diversos farmacos utilizados atualmente podem ser incluidos ou
incorporados em nanocompositos (ex: hidrogeis) e outros nanomateriais (ex:
lipossomas e NPs) ou até em suas superficies. Estes meios nanocarreadores podem
ser subdivididos em organicos ou inorganicos. Entre aqueles inorganicos incluem-se
nanoparticulas metalicas (de ouro, de prata, de zinco, de titanio e magnéticas);
nanoparticulas de silicio e de carbono; e dentre os organicos podem ser citados
lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas e dendrimeros (KAYSER et. al, 2005;
TELEANU et. al, 2018).

Além da utilizagdo de particulas de tamanho nanométrico ser uma estratégia
interessante para atingir alguns alvos especificos, faz-se necessario pontuar a
importancia da estabilizagdo destes nanossistemas, objetivando controle e
encapsulamento de farmacos desejaveis por tempo mais prolongado. Com este
intuito, pode-se citar a associagao de nanossistemas lipossomais com poloxamero.
Estes sdao formados por copolimeros triblocos, que promovem uma vantajosa
associacdo com lipossomas, tendo em vista atuarem como emulsificantes e

estabilizadores, com poucos relatos de efeitos adversos (LI, et. al, 2018).
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

As nanoparticulas podem ser diferenciadas por meio de suas formas (esféricas,
cilindricas, tubulares, conicas, espirais, entre outras), tamanhos, superficies
(uniformes ou irregulares), estrutura (cristalinas ou amorfas), além dos materiais os
quais foram utilizados para sua producao. Neste sentido, podem ser classificadas
como inorganicas ou orgéanicas (EALIA e SARAVANAKUMAR, 2017).

2.1- NANOPARTICULAS INORGANICAS

As nanoparticulas inorganicas de ouro (Au), prata (Ag), silica (Si) e carbono,
tém despertado muita atencdo nos ultimos anos devido as suas propriedades unicas
e distintas da porgao original que sao derivadas, principalmente as caracteristicas
Opticas e elétricas (ALEX e TIWARI, 2015).

2.1.1- NANOPARTICULAS METALICAS

Podem ser formadas principalmente por meio de duas estratégias: “Top-Down”
e “Bottom-Up”. A primeira abordagem se da pela desintegragdo de um volume maior
inicial do metal por meio de processos fisicos, como ablagcdo a laser, radiacao
ultravioleta (UV) e infravermelho (IR), técnicas de aerossais, entre outros. A segunda
abordagem ocorre pela formag&o de nanoparticulas a partir de atomos a serem unidos
por meio da redugao de ions metalicos em meios reacionais. Neste caso, um precursor
metalico (tipicamente um sal) € empregado visando a produg¢ao das NPs e seguida da
estabilizacdo com moléculas de interesse, prevenindo a agregacao de NPs e evitando
o processo de precipitagdo geralmente indesejado (ALEX e TIWARI, 2015).

Nanoparticulas metalicas vém sendo utilizadas amplamente nas areas
biomédicas devido as suas propriedades fisico-quimicas, como grande area de
superficie, além dos seus pequenos tamanhos e apresentarem alta reatividade as
células e estabilidade em diversas temperaturas. Contudo, com vistas a veiculagao de
farmacos de modo geral nanoparticulas metalicas sao reconhecidas como
apresentando baixa capacidade de transporte de quantidades expressivas adsorvidas
em suas superficies (NEJATI et. al, 2021).

2.1.1.1- NANOPARTICULAS DE OURO
O ouro sempre despertou interesse dos humanos, desde a Idade Antiga,

inicialmente por sua beleza, facilidade do seu manuseio e valor agregado, mas nas
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ultimas décadas a atencdo a este material foi direcionada a industria (especialmente
da informatica) e também a medicina. As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam
caracteristicas muito cobigadas tanto pelas areas da quimica, biologia, engenharia e
medicina. Dentre suas particularidades mais valorizadas estdo a possibilidade de
criagdo de NPs estaveis, ndo toxicas e facilmente sintetizadas (AMINA e GUO, 2020).

Deste modo, estas NPs de ouro ja foram recobertas com RES visando a
prevencao de autoaglomeragao destas, pois este flavonoide atua como agente redutor
na sua sintese e como estabilizante das AuNPs (MOHANTY et. al, 2014).

2.1.1.2- NANOPARTICULAS DE PRATA

A prata € um outro metal muito visado, ao longo das civilizagbes, por diversas
funcionalidades, dentre elas as caracteristicas almejaveis em fabricagcdo de joias,
ornamentacgado, cutelaria, propriedades antimicrobianas e antivirais. Nas ultimas
décadas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) também vém sendo utilizadas como
biomarcadores, sensores biolégicos e quimicos (LARA et al, 2011), agentes
antimicrobianos, revestimento de dispositivos biomédicos, carreadores de
medicamentos, sondas de imagem, plataformas de optoeletrénicas e diagnodsticos
(LEE e JUN, 2019).

Tendo em vista o aprimoramento das AgNPs, assim como das AuNPs, elas
podem ser associadas ao RES para aumento da capacidade antibacteriana em

relacdo ao uso apenas do flavonoide isolado (PARK et. al, 2016).

2.1.1.3- NANOPARTICULAS DE ZINCO

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnONPs) ocupam o terceiro lugar como
as nanoparticulas metalicas mais comuns a serem utilizadas no dia-a-dia. As
particulas de 6xido de zinco com tamanho entre 200-400 nm refletem a luz branca e
por isso sao muito utilizadas nos filtros solares. Em tamanho nanométrico (ZnONPs),
estes materiais tém a capacidade de absorver e dispersar a luz ultravioleta (UV), além
de captarem a luz visivel em varios comprimentos de onda e, com isso, tornam o
produto invisivel aos olhos do consumidor. Além disso, também podem ser utilizadas
com agentes antimicrobianos, cosméticos, tintas, varios tipos de coberturas,
melhorando a condutividade térmica de materiais como borracha e na pesquisa
cientifica. Ou seja, sdo capazes de apresentar propriedades fisico-quimicas e
biolégicas bem amplas (CZYZOWSKA e BARBASZ, 2020).



19

Dentre as propriedades biologicas, pode-se citar a possibilidade de associagéo
do RES juntamente com as ZnONPs no combate a COVID-19, tendo em vista que o
zinco € um antiviral natural e poderia haver beneficios na associacdo com um
nutracéutico anti-inflamatério (KELLENI, 2021).

2.1.1.4- NANOPARTICULAS DE TITANIO

O titdnio € um elemento quimico bastante abundante no planeta Terra,
ocupando o nono lugar em distribui¢gao na superficie. Nao é encontrado em seu estado
metalico, sendo geralmente extraido em suas formas oxidadas. Os seus compostos
sdo considerados pouco reativos/soluveis e de baixa toxicidade, sendo por muitas
ocasides utilizado como grupo controle negativo em varios estudos (SHI et. al, 2013).

Por ser conhecido como praticamente inerte em tamanhos maiores de 100 nm,
particulas de titdnio sdo bastante utilizadas em alimentos, bases para pigmentos
(devido ao seu brilho, potencial de refletividade e resisténcia a descoloragéo), filtros
solares, pastas de dentes, entre outros. Contudo, quando se leva em consideracéo o
tamanho nanométrico, os danos em potencial para sistemas biolégicos podem
aparecer. As nanoparticulas de titanio (TiNPs) tem capacidade de gerar radicais livres
de oxigénio, aumentando a chance do desenvolvimento de inflamagdes,
malformacgdes e até carcinogénese (WEIR et. al, 2012; GRANDE e TUCCI, 2016).

Contudo, as TiNPs, como forma de nanofolhas, também ja foram estudadas
como terapia oncoldgica na associagdo com o RES, tendo em vista a melhoria do
potencial quimioterapico e redugdo de danos teciduais como efeitos colaterais da
terapia instituida (XIANG et. al, 2019).

2.1.1.5- NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Do ponto de vista funcional, em se tratando de NPs, é crucial o controle n&o
apenas do seu tamanho e forma, mas também conseguir direciona-las
adequadamente. Alguns dos métodos mais utilizados envolvem o uso de ligantes
(como anticorpos) em suas superficies visando direciona-las a alvos especificos.
Outra possibilidade é o uso de campos magnéticos adequados que podem conduzir
as nanoparticulas magnéticas (NPMs) tanto para fins diagnosticos quanto
terapéuticos (MODY et. al, 2010).

Tanto os 6xidos de ferro (Fe203 - maghemita e FesO4 - magnetita), quanto o

ouro, a prata, o zinco, cobalto, o niquel, entre outros podem ser utilizados com tais
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fins, porém este topico abordara mais especificamente os primeiros (6xidos de ferro),
pois € o mineral mais magnético da natureza (sendo utilizado para varias aplicagbes
bioldgicas). As propriedades magnéticas dependem especialmente de dois fatores: a
forca de suas ligacdes e a distancia entre os atomos. No uso em seres vivos deve-se
utilizar alguns critérios como serem estaveis tanto na temperatura corpérea (que pode
ser capaz de modificar o mecanismo de ligagdo entre os atomos), quanto na agua
(com pH 7) quanto em meios fisiolégicos, apresentarem tamanho pequeno o suficiente
para nao sofrerem precipitagao pela acdo dos campos gravitacionais e serem estaveis
em meio coloidal. Para a preparacdo das NPMs sao visados métodos de obtencgao
que mantenham um formato unico, sejam altamente estaveis e apresentem uma
distribuicdo de tamanhos controlavel (AKBARZADEH et. al, 2012, MATERON, et. al,
2021).

As NPMs apresentam varias vantagens, como em geral ndo apresentarem
toxicidade, ndo levarem a imunogenicidade, suas superficies podem ser modificadas
para possibilitar o transporte de diferentes materiais (por exemplo: fragmentos de
DNA, medicagdes e compostos distintos), podem ser utilizadas como vetores inclusive
de outros tipos de NPs, tém boa biocompatibilidade e algumas tém
superparamagnetismo (apresentam magnetizacao apenas na presencga de um campo
magnético externo) (GUO et. al, 2018, MATERON, et. al, 2021).

Do ponto de vista neuroldgico, também ja foram tentadas formulagées de RES
com nanoparticulas magnéticas para entrega de drogas em nivel cerebral, utilizando
a via nasal como entrada (ABBAS et. al, 2021).

2.1.2 - NANOPARTICULAS DE SILICA

As nanoparticulas de silica (SiINPs) séo obtidas por meio da reagédo de uma
solucdo alcodlica de alcdxidos de silicio na presenca de um catalisador de amonia.
Esta reacdo pode ser realizada por spray pirélise, micro-emulsdo, moinho de esferas
ou moagem de bolas, deposi¢ao quimica de vapor e sol-gel, a qual é tida como a
melhor técnica para obtengao destas NPs (além de apresentarem boa relagédo custo
beneficio). Os diferentes formatos a serem obtidos (nanorods/nanobastées,
nanoesferas, mesoporos, nanofilmes, nanotubos) sdo resultados de interagbes entre
moldes, surfactantes e as condi¢des em meio sol-gel. As SiNPs podem ser divididas

em mesoporosas e nanoporosas (MEER et. al, 2015; JEELANI et. al, 2020).
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As primeiras podem ser utilizadas em entrega de farmacos, pois varios
compostos podem ser aprisionados em seus poros (que variam normalmente de 2-20
nm) e ainda existe a possibilidade de serem confeccionadas em formas especificas
que facilitem a entrega dos produtos através da membrana celular (como
nanorods/nanobastées ou nanoesferas). Também podem ser extremamente estaveis
em condi¢des térmicas, quimicas e mecanicas extremas. Ja os materiais nanoporosos
(cujos poros possuem diametros menores de 100 nm) séo estruturas intermediarias
entre a substancia ativa e o ambiente bioldgico (MEER et. al, 2015; JUERE e KLEITZ,
2018).

Pela capacidade de adsorcdo nestas NPs é possivel acrescentar farmacos
(tanto com caracteristicas hidrofébicas quanto hidrofilicas), ligantes alvo / ligantes de
anticorpos / revestimento de polimeros para direcionamento ao local de agao das
mesmas, contrastes para obtengdo de imagem, transporte de DNA / RNA / proteinas,
tudo isso visando diversas fungdes terandsticas. Pode-se inclusive exemplificar a sua
associagcdo com RES no controle de células cancerigenas de mama (NARAYAN et.
al, 2018; KECECILER-EMIR et. al, 2021).

Além disso, também é possivel confeccionar as SiNPs para que haja uma
liberagdo do conteudo dos seus poros em determinadas circunstancias (gatilhos) de
temperatura, pH, luminosidade, estimulos magnéticos ou ultrassonograficos ou
elétricos, resposta quimica e enzimatica. Quando os materiais derivados de silica
entram na corrente sanguinea sdo absorvidos pelo reticulo endoplasmatico, onde séo
degradados e posteriormente excretados pela urina (NARAYAN, 2018; JEELANI, et.
al, 2020).

2.1.3- NANOMATERIAIS DE CARBONO

Os nanomateriais de carbono (NMCs) sdo amplamente utilizados em diversas
areas como aparelhos eletrénicos, condugéo de calor, emissao por campo, energia e
biomedicina. Podem ser subdivididas em: grafenos, fulerenos, nanotubos de carbono

e pontos de carbono (carbon dots).

2.1.3.1- GRAFENO
O grafeno é reconhecido como o bloco fundamental derivado de carbono
grafitico sendo possivel a formagao de fulerenos, nanotubos de carbono e grafite a

partir de sua estrutura. Apresenta forca mecanica superior a varios outros compostos
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de carbono devido a sua forma geométrica em dupla folha e alta razdo area de
superficie por volume. Podem ser produzidos por meio de deposi¢cao térmica de
vapores quimicos, deposicdo de vapores quimicos por plasma aprimorado,
sublimagé&o de cristal unico de carboneto de silicio e exfoliacdo (CHOUDHARY et. al,
2014).

2.1.3.2- FULERENO

Os fulerenos s&do nanomoléculas esferoidais e estaveis de carbono.
Geralmente, sao constituidas por 60 ou 70 atomos de carbono distribuidos tipo domos
geodésicos. A temperatura de formagado destes NMCs €& de aproximadamente
2.000°C, sendo o rendimento da reagdo muito baixo, em torno de 5%. Apresentam
baixa solubilidade em meio aquoso, que pode ser contornada por meio de
modificagdes de superficie. Podem ser utilizados em terapias fotodinamicas,
atividades antioxidante / neuroprotetora / antimicrobiana / antiviral, aplicacbes
fotovoltaicas e limitadores 6pticos (SANTOS et. al, 2010).

2.1.3.3- NANOTUBOS DE CARBONO (NTCs)

Os NTCs séo cilindros sem “emendas” formados a partir de folhas de grafeno,
sendo compostos por parede simples (unica folha) ou paredes multiplas (varias folhas
sobrepostas) (VARSHNEY, 2013). Estes podem atuar como semicondutores em
aparelhos nanoelétricos. NTCs sao considerados os materiais mais fortes e mais
resistentes ja descobertos e podem ser integrados a outros materiais para aprimorar
as resisténcias destes, melhorar caracteristicas mecanicas / de condutividade elétrica
e térmica, blindagem eletromagnética. Podem ser formados a partir do método de
descarga em arco, ablagao a laser e deposi¢ao de vapores quimicos (CHOUDHARY
et. al, 2014).

2.1.3.4- PONTOS DE CARBONO (Carbon dots)

Pontos de carbono s&o estruturas que nao ultrapassam 10 nm em seu maior
diametro. Tem como principal caracteristica o potencial de bioluminescéncia que pode
ser utilizado em diversas aplicagbes biomédicas (biossensores e contrastes
bioldgicos). Dependendo do seu tamanho e revestimento de sua superficie podem
emitir comprimentos de onda de luz distintos, facilitando sua identificacdo (WANG e
QlU, 2016).
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2.2 - NANOPARTICULAS ORGANICAS

As NP organicas podem ser empregadas em tecnologias inovadoras como
bioanalises, modelos de estudo do comportamento da interagao de moléculas, como
reconhecimento entre moléculas, transdugdo de sinais e interacdo de proteinas
fusionadas a componentes de membranas; associacdo com biomoléculas tais quais
DNA ou anticorpos visando reagdes cataliticas e para entrega de farmacos, entre
outros. Foram concebidas originalmente para redugéo do risco de citotoxicidade que
pode ser gerada pelos polimeros nao biodegradaveis e materiais metalicos. Nao so6
na area médica é possivel vislumbrar suas aplicagdes, como também podem ser
utilizadas na purificagdo e remediagao de agua, producéo de alimentos e até mesmo
em embalagens (FERACCI et. al, 2012). Dentre os principais tipos de NP orgénicas,

pode-se citar: lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas e dendrimeros.

2.2.1- LIPOSSOMAS

Os lipossomas (ou lipossomos) séo particulas esféricas vesiculares formadas
por fosfolipideos associadas ou ndo a colesterol, apresentando a capacidade de
formar pelo menos uma bicamada lipidica circundando o cerne aquoso capaz de
encapsular tanto substancias hidrofébicas quanto hidrofilicas (GONDA et. al, 2019;
BELTRAN-GRACIA et. al, 2019).

E notavel a semelhanca desse padrado descrito para esse nanossistema com a
membrana celular e, por isso mesmo, o padrao estrutural dos lipossomas facilita a sua
interacdo com as membranas, além de auxiliar na entrada nas células (GONDA et. al,
2019). Os lipossomas foram descobertos em 1965 e a partir da década de 70 séo
avaliados como possiveis carreadores eficientes de farmacos para dentro do
organismo (KABANOV et. al, 1992).

Os lipossomas tém como principais caracteristicas o fato de serem
biodegradaveis, ndo causarem danos expressivos ou rejeicdes nos sistemas
biolégicos que sao introduzidos, ndo sado toxicos, sdo pouco imunogénicos e sao
termossensiveis (ja que nas temperaturas de 40-41°C podem ter sua camada
envoltoria alterada e facilitar a liberagdo dos principios ativos encapsulados). A
primeira nanoformulag&o lipossomal a ser disponibilizada no mercado farmacéutico
foi o Doxil®, aprovado em 1995 pelo FDA, que ¢é utilizado no tratamento de cancer de
ovario e no sarcoma de Kaposi dos pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (DESHPANDE et. al, 2013; BELTRAN-GRACIA et. al, 2019).
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As propriedades dos lipossomas podem ser alteradas ndo apenas por sua
composi¢cdo, mas também pelo tamanho, carga de superficie, numero de lamelas,
rigidez da bicamada lipidica, modificagdes de superficie e método de preparagao. Sua
classificagcao pode ser de acordo com a quantidade de lamelas ou do seu tamanho.
Com relacéo a quantidade de camadas, os lipossomas unilamelares apresentam uma
unica bicamada de fosfolipideos e os lipossomas multilamelares consistem de mais
de uma bicamada de fosfolipideos separadas por agua. As vesiculas lipossomais mais
utilizadas sao as unilamelares, as quais ainda podem receber as nomenclaturas de
pequenas vesiculas unilamelares ou SUVs (“Small Unilamellar Vesicles”), grandes
vesiculas unilamelares ou LUVs (“Large Unilamellar Vesicles”) e vesiculas
unilamelares gigantes ou GUVs (“Giant Unilamellar Vesicles”) de acordo com seus
tamanhos (didmetros). As SUVs apresentam didmetros comumente entre 20 e 50 nm
(o tamanho entre 51 e 99 néo foi citado na referéncia, mas também podem ser
consideradas SUVs); as LUVs sdo comumente consideradas com diametros entre 100
nm e 999 nm; e ja as GUVs tém como propriedade serem maiores de 1 um (chegando
até a atingir dezenas de micrbmetros e ser comparavel ao tamanho de uma célula
eucariotica) (SANTOS e CASTANHO, 2002; OLUSANYA et. al, 2018).

E importante salientar, que mesmo um nanossistema tdo promissor quanto os
lipossomas, estes tém varias limitagbes intrinsecas como: sao dificeis de serem
armazenados por muito tempo (semanas); geralmente sao capturados pelo reticulo
endoplasmatico; custo de producao elevado; e podem sofrer a acdo do sistema imune,
sendo retirados rapidamente da circulagédo (KABANOQV et. al, 1992).

Outra limitagao apresentada pelos lipossomas € o controle da taxa de liberacéo
das drogas de seu interior. Nao s6 € importante conseguir realizar a entrega do
farmaco, mas também controlar a velocidade a qual ela é liberada no alvo. Uma
alternativa seria a associacdo com poloxameros tendo em vista criar poros na
membrana lipossomal e assim obter um controle da liberagdo da substancia carreada
(KIM et. al, 2014).

A fim do aprimoramento funcional dos lipossomas, além da técnica citada,
podem-se associar varios agentes em sua superficie, aprimorando a estrutura com
relacdo as barreiras celulares bioldgicas e fisioldgicas. Dentre os constituintes que
podem ser associados, cita-se: polietilenoglicol (PEG), aptdmeros, anticorpos,
proteinas, peptideos, carboidratos, dentre outras moléculas. Ainda neste tema, é

possivel fazer uma classificagcdo especifica: lipossomas convencionais, lipossomas-
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PEG ou lipossomas peguilados (contém uma camada externa de PEG), lipossomas
com ligantes alvo (visando facilitar o reconhecimento de porgdes especificas de um
6rgao como um tumor, por exemplo) e lipossomas multifuncionais (utilizados tanto no
diagndstico como no tratamento de alguns tumores sdlidos — com potencial
terandstico, que envolve simultaneamente terapia e diagndéstico) (OLUSANYA et. al,
2018). Portanto, a teoria de Paul Ehrlich da “Bala Magica” de 1906 faz ainda mais
sentido pratico atualmente. Segundo esta suposic¢ao, seria importante a criagdo de um
mecanismo para direcionar o transporte de medicamentos para o tecido-alvo, apenas
revelando sua eficacia no local pré-determinado (SANTOS e CASTANHO, 2002;
DESHPANDE et. al, 2013).

Dentre os componentes principais de lipossomas destacam-se os fosfolipideos
que sao lipideos complexos presentes nas células e que sao constituintes de parede

dos lipossomas, entre eles com destaque para a fosfatidilcolina.

2.2.1.1- FOSFATIDILCOLINA

A fosfatidilcolina € um glicerofosfolipideo produzido nos mamiferos por meio
da colina, obtida tanto dos alimentos ricos em vitamina B8 quanto da metabolizagao
da fosfatidiletanolamina (LI e VANCE, 2008). Pode ser considerado um importante
substrato na produgao de acetilcolina, neurotransmissor cerebral ligado a eficiéncia
da memoaria e, portanto, com potencial como adjuvante em terapias relacionadas ao
SNC (LI et. al, 2015).

Ha também a possibilidade de obter este composto de forma natural, por meio
de extragbes de materiais de origem animal (por exemplo derivada de ovos de
galinhas e de salméo) e de origem vegetal (derivado da soja), assim como de origem
artificial. A obtencado de fosfatidilcolina de origem natural apresenta menor custo
quando comparada aos de origem sintética ou semi-sintética, trazendo beneficios
consideraveis no desenvolvimento de possiveis produtos. Além disso, podem ser
purificados em diferentes niveis para o uso farmacoldgico, sendo que quanto maior a
pureza do fosfolipideo extraido, maior seu valor de mercado (GRIT e CROMMELIN,
1993; LI et. al, 2015).

A fosfatidilcolina derivada da soja é utilizada amplamente para a constituicao
de inumeras nanoparticulas lipidicas e lipossomas participando de sistemas de
entrega de farmacos, apresentando vantagens, por exemplo, em auxiliar na liberagcao

controlada de RES associada a melhora da resposta do estresse celular e controle do
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espessamento da regido intimal dos vasos (AMRI et. al, 2012), melhorando ainda a
solubilidade de alguns farmacos como insulina para realizagcdo de um entrega mais
eficiente (LIU et. al, 2007).

2.2.2- MICELAS

Outro tipo de nanossistemas organicos com alto potencial farmacologico seja
pela simplicidade de produgdo e custo baixo s&o as micelas. Micelas sé&o
nanoestruturas anfipaticas (que apresentam caracteristicas hidrofilicas e
hidrofébicas), geralmente adquirindo a forma esférica ao interagir com a agua
(HUSSEINI e PITT, 2009). Micelas tém uma regido hidrofilica/polar (mais externa) e
hidrofébica/apolar (mais interna), o que possibilita carregar e transportar substancias
de caracteristica hidrofébica em seu interior com grande eficiéncia. Importante
ressaltar que a porgao apolar € geralmente constituida por hidrocarbonetos de acidos
graxos de cadeia longa, aumentando a eficiéncia de interagéo e transporte. Portanto,
a maioria das micelas apresentam hidrocarbonetos lipidicos, mas também existem as
detentoras de componentes poliméricos, denominadas micelas poliméricas, sendo
que usualmente apresentam de 50 a 200 nm de didametro (MOURYA et. al, 2011).

Uma das principais vantagens em apresentar esta estrutura é a possibilidade
das micelas de proteger uma droga lipofilica (geralmente) que se encontra no interior
da estrutura. Nesse sentido, as micelas poliméricas vém sendo cada vez mais
utilizadas nos ultimos anos nao sé como sistema eficaz de entrega de farmacos, mas
também como surfactantes capazes de modificar a forma e as propriedades de outros
nanossistemas para formagdo de nanossistemas hibridos. Dentre as principais
vantagens das micelas destacam-se: o poder de aumentar a solubilidade e
biodisponibilidade; de acumular em regides especificas apds transporte na corrente
sanguinea; de poderem ser melhoradas por meio da incorporagao de direcionadores
para alvos especificos em sua superficie para aperfeicoamento do seu alvo
terapéutico; e é possivel sua facil reprodugdo com um custo acessivel (TORCHILIN,
2001).

Além das caracteristicas favoraveis ja citadas, também é notavel a melhoria da
capacidade das micelas poliméricas de agir como direcionadoras para tumores
(facilitando a penetragdo da medicagao no local), modificando o tempo de circulagao
da droga no organismo e conseguindo proteger os principios ativos da oxidagao e da

metabolizacdo indesejaveis na corrente sanguinea. Os cernes destes nanossistemas
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podem ser de diversos materiais, dentre eles os Oxidos de polipropileno,
poliaminoacidos (PAA), poliésteres ou combinados com polietilenoglicol (PEG) (CROY
e KWON, 2006).

Importante salientar que mesmo esses nanossistemas micelares conseguindo
facilitar a entrega de farmacos, também tém que ser avaliados com certa cautela.
Surfactantes conhecidos como Cremofor EL e Polissorbato 80 ndo s&o inertes e assim
podem ser biologicamente ativos, ou seja, podem provocar reagdes anafilaticas,
hiperlipidemia e neurotoxicidade. Devido a estas e outras limitagdes, teve inicio a
pesquisa em blocos de copolimeros de micelas a fim de melhorar a solubilidade,
estabilidade e capacidade de entrega de drogas (CROY e KWON, 2006).

Esses blocos anfifilicos de copolimeros ainda sdo motivo para varias pesquisas
e desenvolvimentos tecnoldgicos com vistas as suas aplicagdes em nanofarmacos.
Diferentemente das micelas convencionais que apresentam formas esféricas, os
agregados micelares citados podem adquirir morfologias distintas tais quais: esferas,
bastonetes, bastonetes ramificados, vesiculas, tubulos, lamelas, entre outros. Os
componentes nao-esféricos apresentam essas variedades devido a diferenca do
tamanho da porgao hidrofébica em relagdo a parte hidrofilica. Além disso, a
composi¢céo do copolimero formador pode alterar a capacidade de maleabilidade do
material, além de interferir em suas relag¢des e interagées com os principios ativos
(TORCHILIN, 2001).

Estas estruturas mais complexas, com segmentos hidrofobicos e hidrofilicos,
sdo capazes de se auto-organizar em ambientes aquosos, apresentando capacidade
dissolutiva de componentes gordurosos ou hidrofébicos como € visto também em
surfactantes de baixa massa molecular formadores de micelas. Entretanto, estes
blocos de polimeros sdo mais estaveis e tém mais facilidade em agregar e incorporar
moléculas no seu cerne. Dentre os polimeros mais aptos para formagao de micelas
quando em associagdo, pode-se citar o PEG juntamente com o PAA (BAE e
KATAOKA, 2009).

2.2.3- NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Polimeros s&o macromoléculas formadas por unides covalentes de
mondémeros, formando cadeias lineares ou ramificadas. Esses mondmeros podem ter
qualquer estrutura, desde que apresentam dois grupos funcionais que permitem

interagir com outras estruturas monoméricas. De acordo com estas propriedades,
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podem ser confeccionadas nanoestruturas poliméricas com propriedades especificas
de acordo com seu alvo e o farmaco a ser entregue (BEGINES et. al, 2020).

As nanoparticulas poliméricas apresentam uma faixa de tamanhos entre 10 a
999 nm de polimeros biodegradaveis, ja que a biocompatibilidade é fator essencial
para sua utilizagdo em entrega de farmacos, produgéo de vacinas, cosméticos, entre
outras aplicagdes. Geralmente promovem a estabilidade dos farmacos a serem
entregues, tém baixo custo para producdo em larga escala e podem ser
confeccionadas com especificidade para seus alvos (KAYSER et. al, 2005).

As nanoparticulas poliméricas realizam papel de entrega de drogas, pois
podem ser facilmente manipuladas a fim de levar os farmacos para um alvo especifico,
sendo estaveis quando expostas a corrente sanguinea. As drogas que sao carreadas
em nanoparticulas poliméricas podem ser dissolvidas, aprisionadas, encapsuladas ou
ainda acopladas na matriz. A depender do mecanismo de confeccdo, as
nanoparticulas poliméricas podem ser tipo nanocapsulas (a droga fica restrita em uma
cavidade que é circundada por uma unica membrana polimérica) ou tipo
nanoesféricas (sdo nanossistemas nos quais a droga fica uniformemente dispersa na

matriz) conforme mostrado na Figura 1 (YADAV et. al, 2012).

Figura 1: Representagdo esquematica de nanoesfera (imagem da esquerda) e nanocapsula (imagem
da direita).

As nanoparticulas poliméricas podem ser divididas em varias subclassificagbes
que sao importantes para auxiliar na escolha da melhor particula a ser utilizada para
veiculagao e aplicagado de cada principio ativo com base na origem, mecanismo de

liberagdo, método de preparagao, entre outros (YADAV et. al, 2012).
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2.2.4- DENDRIMEROS

O termo dendrimero advém do grego “déndron” que significa arvore ou galhos
e “meros” que significa parte ou porgao. Isto significa que estruturas de dendrimeros
tém morfologia semelhante as das ramificagcbes de uma arvore, assim como ocorrem
nos neurénios e suas ramificagdes também chamadas de dendrimeros (BOAS et. al,
2007). Estruturas dendriméricas foram sintetizadas pela primeira vez em 1978
(recebendo o nome de “moléculas cascatas”), porém s6 em 1985 foram descritos por
Tomalia sendo formados a partir de monémeros de poliamidoamino (PAMAM)
(TOMALIA et. al, 1985; CHAUHAN, 2018; MIRANDA, 2014). Estas nanoestruturas
vém sendo utilizadas com a finalidade de realizar entrega de drogas, entrega de
genes, solubilizagdo de drogas, marcacao de substancias, diagndstico, catalisador
quimico e como ligante polivalente para reagdes biologicas (GAJBHIYE et. al, 2009).

Podem ter tamanhos entre 3 e 10 nm e suas ramificacées partem de um unico
atomo, como o de nitrogénio. A partir deste centro, sdo associados varios outros
elementos (como carbono, fésforo e nitrogénio) por meio de reagbes quimicas e
comegam a ser formadas varias camadas concéntricas radiais ramificadas. Suas
superficies sdao modificadas de acordo com os grupamentos terminais de seus
mondmeros funcionais (MIRANDA, 2014).

A sintese deste tipo de nanomaterial por meio de unidades ramificadas de
polimeros (dendrons) pode ser realizada pelo método divergente ou pelo método
convergente. Quando a construgéo se da a partir da incorporagao de monémeros no
nucleo ou core € chamado de divergente. Ja no segundo caso, 0s mondmeros sao
criados a parte e so depois associados em um nucleo central (MIRANDA, 2014).

A principal caracteristica desta nanomolécula dendrimérica € dada pela
geragao a qual ela pertence, sendo determinada pelo seu crescimento do seu
didmetro de maneira linear (CHIS et. al, 2020), assim como existe ainda a
possibilidade de classificar os dendrimeros de acordo com sua estrutura quimica e
suas caracteristicas (PUSHKAR et. al, 2006).

2.3- COPOLIMEROS TRIBLOCOS (PLURONIC)

Dentre os componentes que podem ser utilizados para o desenvolvimento de
micelas poliméricas, nanoparticulas poliméricas, nanocompdsitos € mesmo como
estabilizantes de nanoparticulas inorganicas, tém sido amplamente relatados e

utilizados os denominados copolimeros triblocos. Também conhecidos como
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poloxameros, sdo copolimeros em triblocos lineares idbnicos compostos de um grupo
central de oOxido de polipropileno (OP) hidrofébico cercado por duas cadeias
hidrofilicas de 6xido de etileno (OE), se organizando numa estrutura tipo A-B-A: OE-
OP-OE. O numero de cadeias hidrofilicas e hidrofébicas fornecerdo diferentes
caracteristicas ao composto (KABANOV et. al, 2002; RAO et. al, 2016).

Uma caracteristica importante deste material € que sua solubilidade se modifica
de acordo com a temperatura a qual ele esta sendo exposto. Por exemplo, na
temperatura do corpo humano (37°C), a regiao OP ¢ insoluvel e as regides OEs sao
hidrossoluveis (KABANOV et. al, 2002; ALMEIDA et. al, 2020).

Os poloxameros podem ser acrescidos as membranas de lipossomas ou outros
tipos de nanossistemas contribuindo para: 1- a formacao de estruturas esféricas e
lamelares as quais podem auxiliar na estabilidade da membrana dos sistemas de
entrega de farmacos; 2- a introdugdo de grupamentos amino primarios auxilia na
ligacdo de outros grupamentos distintos nesta membrana; 3- as presengas de
moléculas carregadas positivamente aumentam suas afinidades pela membrana
também auxiliando na estabilidades da mesma. Os poloxameros (também
denominados Pluronics como nome comercial) tém diversas aplicagdes
farmacéuticas, como emulsificantes e estabilizantes, sendo considerados seguros
pelo Federal Drug Administration (FDA) e ja utilizados em compostos com vias de
administracao oftalmica, oral e parenteral (RAO et. al,2016; GYULAI et. al, 2016; LI
et. al, 2018).

A nomenclatura de cada copolimero € dada primeiro por uma letra que
corresponde ao seu estado em temperatura ambiente: L= liquido, P= pastoso e F=
flocos. Depois segue-se de dois ou trés numeros, sendo que o0 primeiro numero (ou
os dois primeiros numeros no caso de trés digitos) multiplicados por 300 indicam o
peso molecular da porgao hidrofébica e o ultimo digito a direita multiplicado por 10 da
a porcentagem de 6xido de polietileno. Como exemplos de pluronics pode-se citar o
F127, P85 e L61 (em ordem crescente de forgas hidrofobicas) (BATRAKOVA e
KABANQV, 2008).

O Pluronic F127 encontra-se em estado liquido a baixas temperaturas (4-5°C),
porém adquire caracteristicas de gel a temperatura corpérea humana. Ele se destaca
por suas inumeras utilidades na area médica como efeitos bacteriostaticos contra S.
aureus, E. coli e C. albicans e citotoxicos contra células neoplasicas (ALMEIDA et. al,

2020). Também pode ser utilizado como biotinta em impressoras 3D para engenharia
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de tecidos (SHAMMA et. al, 2022), produgado de hidrogéis para reducédo de toxinas
bacterianas durante infecgdes sistémicas (ZOU et. al, 2021), auxilia no desbridamento
de tecido necrético em feridas e cicatrizacdo de pele com queimaduras, aumentar
potencial de quimioterapicos no tratamento para o cancer, realizar entrega de genes
e reduzir adesdes apds procedimentos cirurgicos (DOMINGUEZ-DELGADO et. al,
2016).

Os poloxameros também possuem a capacidade de se associarem a
lipossomas em nanossistemas hibridos aumentando suas estabilidades a diferentes
temperaturas e pHs de compostos hidrofébicos, além de promover maior

disponibilidade biolégica dos mesmos (LI et. al, 2018).

2.4- RESVERATROL (RES)

O resveratrol (RES) (3,4',5-trihidroxiestilbeno; C14H1203) € um polifenol nao
flavonoide que pode ser obtido de varias fontes vegetais, destaque para: uvas,
amendoim, ruibarbo e améndoa do cacau, entre outros. Do ponto de vista da estrutura
molecular, o RES pode ser encontrado naturalmente como dois isébmeros: trans (forma
ativa) e cis (resultante da forma trans quando exposta a radiagao UV, calor e luz)
(Figura 2). Essa molécula tem caracteristica lipofilica, sendo mais facilmente
solubilizada em solventes orgénicos como etanol (FONSECA-SANTOS e CHORILLI,
2020).

M\ ﬁleH
HO\ﬁ / \Qﬂ-\>OH HO A\/\OH

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

Figura 2: Representacao da estrutura quimica dos tipos de resveratrol: trans e cis.

O uso da nanotecnologia pode auxiliar tanto no aumento da solubilidade quanto
na estabilizacdo do RES, reduzindo sua taxa de degradagdo. O RES apresenta
propriedades anti-inflamatérias, anticancer, anti apoptose, reduzindo os efeitos de
diversas patologias e, em alguns casos, até mesmo sendo capaz até de impedir as
suas progressdes (FONSECA-SANTOS e CHORILLI, 2020). Isso porque tem sido
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demonstrado que o RES atua no bom funcionamento mitocondrial, podendo auxiliar
na protegao contra doencgas neurodegenerativas (JARDIM et. al, 2017). Na cadeia
respiratoria mitocondrial, o O2 € utilizado como aceptor final de elétrons, sendo
reduzido a H20. Entretanto, aproximadamente 5% destas rea¢gdes geraram o anion
superoxido Oz, forma importante de producao de radicais livres na natureza. Um dos
principais mecanismos de defesa deste anion € a enzima superdxido dismutase
(SOD), a qual é capaz de transformar o radical O2- em H20 e O2. O RES aumenta o
potencial de acdo da SOD, sendo capaz de reduzir as taxas de radicais livres
(ANTUNES-NETO, 2012).

A presenca em excesso de radicais livres interfere diretamente em varios
processos degenerativos cerebrais, causando danos em varios componentes
celulares como proteinas, lipideos e acidos nucleicos, que podem levar a danos
irreversiveis. Assim, a utilizacdo do RES em decorréncia da sua propriedade
antioxidante tem sido estudada também em doengas neurodegenerativas, como a
deméncia de Alzheimer, doenga de Parkinson e esclerose multipla (FONSECA-
SANTOS e CHORILLI, 2020). Dois marcadores frequentes na deméncia de Alzheimer
(emaranhados neurofibrilares e as placas senis - depdsitos de placas beta-amiloide)
poderiam ser combatidos pela acéo direta do RES em manter um bom funcionamento
mitocondrial (RAHMAN et. al, 2020).

O RES também ativa a enzima sirtuina 1 (SIRT1), sendo que esta via inibe a
ativagao das células natural-killers (NK), com isso protege o cérebro do depdsito de
compostos do tipo beta-amiloide. A SIRT1 €& uma histona deacetilase NAD
dependente cuja fungdo € Iimportante para a manifestagdo de quadros
neurodegenerativos. Além disso, auxilia no processo de reparo celular, reduzindo os
efeitos do envelhecimento e aumentando o metabolismo. Sob estes aspectos, o RES
também aumenta o potencial de reagdes anti-inflamatdrias e antioxidantes, podendo,
inclusive, apresentar efeito benéfico para outras doengas do SNC como doenca de
Parkinson, esclerose lateral amiotréfica (ELA) e tumores cerebrais do tipo
glioblastoma (SOUSA et. al, 2020; RAHMAN et. al, 2020).

N&o obstante aos beneficios descritos acerca do RES, é importante mencionar
que alguns estudos em humanos mostram resultados divergentes com relagdo aos
seus beneficios. Os efeitos horméticos, potenciais estimulantes (consequentemente
benéficos) em baixas dosagens e de inibicao (efeitos toxicos) em altas dosagens,

podem explicar esta variagédo de resultados. Outrossim, em estudos clinicos, algumas
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das possiveis causas para os resultados conflitantes sao: 1) a selegdo dos pacientes
que fardo a suplementagdo com o composto polifendlico; 2) a dosagem utilizada; e 3)
a duragao da suplementacgao (SHAITO et. al, 2020).

Ao utilizar o RES em doses muito elevadas pode-se observar alteracbées como:
reducdo da atividade do sistema de defesa antioxidante, aumento de radicais livres,
maior peroxidagao lipidica, inibicdo da fungdo imune, indugdo a senescéncia e
disruptura do potencial de membrana das mitocéndrias (SHAITO et. al, 2020).

Para doengas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer, ainda nao
existe cura, nem prevengdo e com o progressivo envelhecimento da populagéo
mundial, estes quadros estdo cada vez mais frequentes. As medicacdes disponiveis
visam atualmente ao alivio dos sintomas (por exemplo, a levodopa nos pacientes com
Parkinson) e reducdo da velocidade de progressao das patologias, tais quais os
anticolinesterasicos nos pacientes com deméncia de Alzheimer (DURAES et. al,
2018).

Estudos in vitro e in vivo (MISRA et. al, 2016; BAYSAL et. al, 2017; ARISOY et.
al, 2020) destas medicagdes utilizando nanotecnologia ja foram tentados com relativo
sucesso para travessia da barreira hemato-encefalica e melhoria dos seus efeitos
colaterais, contudo ainda nao foi obtido dados concretos quanto a prevencao ou a
cura destas patologias.

Segundo dados do Global Burden of Disease, 2017, nos Estados Unidos entre
1990 e 2017, as trés patologias neurolégicas que mais retiraram dias de vida util de
uma pessoa foram acidente vascular cerebral seguido de sindromes demenciais e
enxaquecas.

Existe uma importancia nao apenas social, mas também econémica ao se
abordar doengas neurodegenerativas e seus impactos. Um dos principais incentivos
as pesquisas com RES € a sua capacidade de agir como potente substancia anti-
inflamatoria impedindo a progresséo de insultos apos lesao inicial (ASHRAFIZADEH
et. al, 2020; MIGUEL et. al, 2021). Contudo, o RES também pode levar a efeitos
colaterais indesejados a depender da sua dosagem. Em dosagens maiores que 1 g
por dia podem apresentar manifestagbes gastrointestinais (nauseas, diarreia e dor
abdominal) (PATEL et. al, 2011).

Uma grande vantagem da nanotecnologia seria impedir ou pelo menos
minimizar estes efeitos indesejados, potencializando ao maximo os efeitos benéficos

do RES, sem necessariamente utilizar grandes dosagens para tal, tentando evitar o
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efeito hormético. Assim, por meio de distintos nanomateriais e estratégias seria
possivel reduzir algumas limitagbes ao uso do composto polifendlico, assim como
melhorar a baixa solubilidade, reduzir a fotossensibilidade e tentar conter a grande
taxa de degradagdo metabdlica que a substéncia sera submetida ao entrar no
organismo (SHARIF-RAD et. al, 2021).

O RES ja foi associado a diversos tipos de nanomateriais objetivando distintas
aplicacdes. E importante entender que a escolha do nanossietema responsavel pela
veiculacdo do farmaco pode influenciar diretamente tanto na protecado do mesmo até

regido alvo, quanto na eficacia da entrega.

3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL
e Desenvolver, caracterizar e otimizar nanossistema hibrido visando a

veiculagao de resveratrol para possiveis aplicagdes neurofarmacoldgicas.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir lipossomas de fosfatidilcolina com poloxamero complexado com
resveratrol;

o Caracterizar o tamanho dos nanossistemas produzidos contendo
resveratrol;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulamento do resveratrol por nanossistemas
hibridos de lipossomas com poloxamero;

o Avaliar a capacidade de transposicao dos nanossistemas hibridos contendo
resveratrol por membrana compativel com a porosidade da barreira hemato-

encefalica.

4- MATERIAIS E METODOS

4.1- LISTA DE REAGENTES
« Agua ultrapura tipo | (Gehaka, Brasil);
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Bicarbonato de sodio - NaHCOs (Neon, Brasil);

Cloreto de calcio - CaClz (Dindmica, Brasil);

Cloreto de magnésio - MgCl2 (Sigma-Aldrich, Alemanha);
Cloreto de potassio - KCI (VETEC, Brasil);

Cloreto de sodio - NaCl (Proquimios, Brasil);

Cloroférmio (Dinamica, Brasil);

Etanol PA (Dinémica, Brasil);

Fosfato monossaddico - NaH2PO4 (Proquimios, Brasil);
Glicose (VETEC, Brasil);

L-a-Fosfatidilcolina P5638 - PC (Sigma-Aldrich, Alemanha);
Pluronic® F127 (Sigma-Aldrich, Alemanha);

Resveratrol 299% - RES (HPLC) (Sigma-Aldrich, Alemanha);

4.2- LISTA DE MATERIAIS

Baldo de fundo redondo de 100 mL (PHOX, Brasil)

Becker 25 mL (PHOX, Brasil)

Becker 250 mL (Pyrex, Alemanha)

Filme de laboratorio (Parafilm M®), American National 26 Can, EUA);

Filtros 10 mm (Avanti, EUA)

Luva para procedimento n&o cirurgico (Super Max, Malasia);
Membranas de policarbonato de 0,1 ym e 0,05 ym (Avanti, EUA)
Microtubos de polipropileno do tipo Eppendorf de 1,5 mL (Olen, China);
Ponteiras com filtro

Ponteiras simples

Proveta 100 mL (PERLAB, Brasil)

Ultrafiltro tipo Amicon Ultra 10K (Millipore, Irlanda)

4.3- LISTA DE EQUIPAMENTOS

Balanca eletronica de preciséo (Q520-3, Quimis, Brasil)
Banho ultratermostatico (Q214M2, Quimis, Brasil)
Bomba de vacuo-compressor (LT 40, LIMATEC, Brasil)
Espectrofotdmetro UV-Vis (Quimis)

Evaporador rotativo (Quimis)

Microcentrifuga refrigerada (5418 R, Eppendorf)
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e Micropipetas P10, P20, P200 e P1000 (Labmate, HTL)
e Mini-extruder Set (Avanti)
o Vortex multifuncional (Kasvi)

o Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano-ZS, Malvern, Reino Unido)

4.4- PREPARACAO DE SOLUCAO MIMETICA DE LIQUOR

Seguindo o protocolo com adaptagdes do Cold Spring Harbor Protocols, 2011,
para producdo de solugdo mimética de liquor para a realizacdo dos testes de
formulacdo foram utilizadas os seguintes sais/concentragdes: NaCl 119 mM, NaHCOs
26,2 mM, KCI 2,5 mM, NaH2PO4 1 mM, MgCl2 1,3 mM e glicose 10 mM. Assim, para
produzir 100 mL de solugao foram utilizados 0,6955 g de NaCl, 0,2201 g de NaHCOs,
0,0186 g de KCI, 0,0119 g de NaH2PO4, 0,0264 g de MgCl2 e 0,1801 g de glicose
colocados em um Becker e em seguida adicionada com auxilio de uma proveta agua
tipo | suficiente para completar 100 mL, seguido de agitagdo magnética por 10 minutos
a temperatura ambiente. Por fim, foi adicionado CaCl2 2,5 mM (0,0367 g). Esta solugéo
foi filtrada em 0,22 um, posteriormente subdividida em aliquotas de 12 mL as quais

foram seladas com Parafilm e armazenadas na geladeira a 4°C.

4.5- PREPARACAO DAS MICELAS VAZIAS DE PLURONIC F127

Para preparagcao de complexos micelares de poloxamero foi utilizada como
referéncia a concentracao micelar critica de 3,3 g/L de Pluronic F127 (GYULAI et. al,
2016). Para tal, em balanga analitica, foi pesado 0,0033 g de Pluronic F127 e colocado
em um baldo de fundo redondo de 100 mL ao qual foi adicionado 1 mL de etanol PA
e submetido ao evaporador rotativo Quimis a 25°C por 2 h. O filme formado foi
reconstituido com 1 mL de solucao de liquor mimético, apds avaliagcdo do mesmo por
espalhamento de luz dindmico (DLS) para certificar a auséncia de estruturas em

nanoescala na solugao armazenada.

4.6- PREPARACAO DAS MICELAS DE PLURONIC F127 E RESVERATROL
Seguindo metodologia adaptada de RAO et. al (2016) foram utilizados Pluronic
0,0033 g, resveratrol 142 yL (de uma concentragao inicial de 0,2327 mg/mL) e etanol
PA 858 uL com quantidade suficiente para completar 1 mL. A solucio preparada foi
mantida em baldo de fundo redondo de 100 mL, revestido de papel aluminio, tendo

em vista que o resveratrol é fotossensivel, e submetida ao evaporador rotativo Quimis
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a 25°C por 2 h. Posteriormente o filme formado foi reconstituido com liquor mimético

de modo similar ao descrito para as micelas vazias.

4.7- PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS COM FOSFATIDILCOLINA VAZIOS E COM
RESVERATROL

Para producdo de filme de lipidico, foram realizadas adaptagdes as
metodologias descritas pot GYULAI et. al (2016) e LI et. al (2018), onde foi utilizado
0,013 g de L-a-Fosfatidilcolina (PC) diluida em 1 mL de cloroférmio dentro de um baléao
de fundo redondo de 100 mL e submetido a agitador vortex multifuncional na
velocidade 2.640 rpom. Todo este processo foi realizado dentro do ambiente de capela
a exaustdo. Posteriormente, o baldo com a solugdo foi submetido ao evaporador
rotativo a 40°C por 1 h. Depois, este filme formado foi reconstituido com as micelas
produzidas previamente (de Pluronic somente — vazia ou de Pluronic complexado a
resveratrol) e submetido ao agitador vértex multifuncional na velocidade 2.640 rpm
por 5 minutos. A suspensao obtida era armazenada a 4°C e posteriormente analisada
por espalhamento de luz dindmica (DLS) para avaliagdo da polidispersividade e

didmetro hidrodinAmico.

4.8- MICROEXTRUSAO DE NANOSSISTEMAS

No intuito de obter uma suspensao com maior homogeneidade no tamanho das
NPs, foi realizado o processo de microextrusdo. As NPs vazias e contendo resveratrol
foram submetidas a essa atividade sendo utilizado um Mini Extruder Set com filtros de
100 ym e membrana de 100 nm de poros de exclusdo. Primeiro a membrana foi
hidratada com a solugdo mimética de liquor, visando reduzir a perda do material a ser
extrusado. Em seguida, foram realizadas 13 passagens manuais consecutivas através
da membrana e posterior analise por DLS para verificagdo das distribuicdes de

tamanhos dos nanossistemas produzidos.

4.9- ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS)

Utilizando o aparelho Zetasizer (Malvern Zetasizer Nano-ZS, Malvern, Reino
Unido) foi realizada analise dos nanossistemas lipossomais por espalhamento de luz
dindmico, em modo automatico, utilizando laser HE-NE (4 mW) com angulo de 173°

operando a 633 nm.
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Cada etapa dos experimentos (produgédo micelas vazias, micelas com RES,
lipossomas vazios, lipossomas com micelas contendo RES, lipossomas extrusados
vazios e lipossomas extrusos com micelas contendo RES) foi repetida por 3 vezes
(experimentos ou lotes) para testar sua reprodutibilidade. Cada experimento era
submetido a 3 analises por DLS e cada triplicata era realizada sem dilui¢ao, utilizando
a cuveta DTS 0012 e obtendo os indices de polidispersividade (Pdl) e avaliacédo do

tamanho hidrodinamico (Z-Ave).

4.10- VERIFICACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DO RESVERATROL

Em centrifuga refrigerada foram distribuidos diametralmente 2 microtubos com
ultrafiltros contendo capacidade de 0,5 mL dos lipossomas extrusados com micelas
de Pluronic vazias e 0,5 mL do lipossoma extrusado com micelas de Pluronic com
RES. Foram realizados 3 ciclos de centrifugag&o independentes sendo o primeiro ciclo
por 10 minutos a 2.000 rpm, seguido de um ciclo de 20 minutos a 4.000 rpm e por
ultimo um ciclo de 30 min a 4.000 rpm. A fragao retida no ultrafiltro foi colocada
novamente na centrifuga por 10 minutos a 4.000 rpm, na posigao invertida para coleta
dos nanossistemas em novo recipiente. A parte que passou no ultrafiltro foi aspirada
com auxilio de micropipeta e colocada em novo microtubo. Para avaliar a quantidade
de RES em cada amostra foi utilizado um espectrofotometro UV/Visivel. Primeiro foi
lida em cubeta de quartzo uma solugdo com 1 mL de etanol que foi considerada a
medida zero ou “branca”. Depois colocou o equipamento foi ajustado para o
comprimento de onda de 310 nm (maximo de absorgédo do RES). Como foi trabalhado
com uma solucdo final dos lipossomas de um décimo da concentracao, teve de ser
feita uma solugao inicial de resveratrol com etanol de um décimo da concentracao
inicial, ou seja, 14,2 uL de resveratrol diluido em 985,8 yL de etanol PA. Os dados
eram colocados em uma curva de excel, fornecendo uma curva de diluigdo. Por ultimo,
100 pyL das amostras que foram submetidas a filtragem foram diluidas em 900 uL de
etanol PA e verificadas suas leituras. Todo o experimento, desde a producao dos
lipossomas extrusados, vazios e com RES, e a verificagdo da eficiéncia de
encapsulamento foi realizada trés vezes a fim de verificar a reprodutibilidade. A
eficiéncia de encapsulamento € dada pela formula:

Eficiéncia de encapsulamento: Droga total - Droga livre x 100%
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4.11- AVALIACAO DA TRANSPOSICAO DA MEMBRANA COM POROSIDADE
COMPATIVEL A DA BARREIRA HEMATOENCEFALICA

Para simular condi¢ao similar aquela encontrada na BHE foi realizada producéo
de um novo lote de lipossomas extrusados (com membrana de 100 nm) com RES, os
quais apos foram avaliados por DLS. Posteriormente, a amostra foi submetida a uma
passagem unica manual por membrana de 50 nm (porosidade similar aquela da BHE)
utilizando sistema de Mini-Extruder Avanti e reavaliados por DLS para determinar o

didmetro e Pdl.

4.12- ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram representados como média + erro padrao da média
(E.P.M) ou desvio padrdo da média (D.P.M.) utilizando programas computacionais
para obtencao de graficos. A analise dos dados foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA) por meio do programa PAST de HAMMER et. al, 2001, com nivel
de significancia fixado em P < 0,05 e foi utilizado Teste de Tukey tendo em vista

verificar diferenga entre os grupos analizados.

4.13- VIABILIDADE TECNICA DA EXECUCAO DO PROJETO

O projeto foi realizado no Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN), coordenado pelo Dr.
Luciano Paulino da Silva. Este laboratério possui infraestrutura adequada para a
producao e analise dos nanossistemas a serem utilizados, além de contar com equipe

técnica multidisciplinar para oferecer suporte aos experimentos.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- DESENVOLVIMENTO DOS NANOSSISTEMAS HiBRIDOS

Dentre diversas opgdes de NPs organicas ou inorganicas que poderiam ser
utilizadas como sistemas para veiculacdo de RES foi decidido por nanossistemas
hibridos de lipossomas de fosfatidilcolina e poloxamero tendo em vista o potencial
desse tipo de nanossistema para oferecer melhor biodisponibilidade, menos
toxicidade (pois ja existem medicagdes com tecnologia de polaxameros e de

lipossomas de fosfatidilcolina) e menor custo quando comparado a outras NPs (como
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as metalicas). De fato, lipossomas sao considerados nanoestruturas adequadas para
a realizagdo da entrega de farmacos (SHAH et. al, 2019). Adicionalmente, nos
trabalhos de PANDITA et. al (2014) e MINGKWAN et. al (2015), os poloxameros
também foram utilizados como forma de estabilizar nanossistemas responsaveis pelo
transporte de substancias hidrofobicas, a exemplo do RES. Como forma de acentuar
mimetismo e biocompatibilidade, todos os nanossistemas hibridos do presente
estudo, nas suas fases de elaboracdo, também foram estabilizados com liquor
artificial, produzido seguindo o protocolo adaptado do Cold Spring Harbor Protocols,
2011. Foi adotada esta medida para observar o comportamento dos nanossistemas
hibridos em solugdo compativel (similar) com a que estariam expostos no SNC.

Os lipossomas de fosfatidilcolina associados a micelas de Pluronic com RES
foram produzidos de acordo com adaptagdes em metodologia descrita por GYULAI
et. al (2016) e LI et. al (2018) com vistas ao desenvolvimento de nanossistemas
hibridos, mas destacando-se que a combinacdo de lipossomas com micelas de
poloxameros para veiculacdo de RES trata-se de estratégia inédita na literatura
levantada. Além da produg¢ao dos nanossistemas hibridos com RES, também foram
avaliados os lipossomas de fosfatidilcolina com poloxamero “vazios” que foram

utilizados como controle.

5.2- ANALISE DO TAMANHO HIDRODINAMICO DOS NANOSSISTEMAS

O Z-Average, ou de modo abreviado no presente estudo como Z-Ave,
representa a avaliagao de tamanho (didmetro) hidrodinédmico obtido a partir de valores
de intensidade obtidos por DLS, medidos em nandémetros. A partir do momento que
foram obtidos os nanossistemas hibridos, a reprodutibilidade do processo foi avaliada
em dias distintos (experimentos ou lotes).

Primeiramente, foram produzidas micelas com Pluronic F127 vazias (obtendo
valores de Z-Ave de 310,2 £ 57,2 nm; 406,3 £ 119,5 nm e 845,1 £ 195,3 nm para cada
um dos 3 experimentos, respectivamente) e com RES (cujos valores de Z-Ave foram
61,0+ 3,2nm; 102,8 £45,0 nm e 869,9 £ 161,7 nm, para cada um dos 3 experimentos,
respectivamente).

Apoés avaliagao estatistica utilizando teste Tukey, o grupo das micelas vazias
obteve um p<0,05, ou seja, as amostras possuiam diferenca significativa entre 0 1° e

3° e entre 0 2° e 3° experimentos produzidos. Em concordancia, no grupo das micelas
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com RES foi obtido p<0,05, com diferengas significativas entre o 1° e 3° e entre 0 2°
e 3° experimentos realizados quando avaliando o Z-Ave (Figura 3 e Figura 5).

Tendo em vista a diferenga de Z-Ave observada entre os grupos de micelas
vazias e as contendo RES e mesmo em funcao das diferengas de Z-Ave de um mesmo
grupo entre experimentos (lotes), as amostras também foram avaliadas quanto a
distribuicao do didmetro hidrodinamico em numero.

Na Figura 4, os tamanhos obtidos para sistemas micelares vazios foram em
média de 23,55+ 1,01 nm; 16,83 + 3,33 nm; e 16,05 £ 9,60 nm, respectivamente, para
0 1°, 2° e 3° experimentos. Na figura 6, as médias dos tamanhos micelares contendo
RES com base na distribuicdo do didametro hidrodindmico em numero foram de 17,49
+1,02nm; 20,34 £ 0,22 nme 18,61 £ 3,28 nm. Apesar dos tamanhos similares quando
avaliados como distribuicdo do diametro hidrodindmico em numero (Figuras 4 e 6)
contrastar com aqueles observados pela analise do Z-Ave (Figuras 3 e 5) uma
justificativa relaciona-se com a possibilidade das micelas formarem espontaneamente
arranjos supramoleculares ou aglomerados, ocasionando uma superestimacéo do
tamanho da amostra pelo Z-Ave. Outra explicagao plausivel para a diferenca do 3°
experimento das micelas vazias, seria a verificagdo da formacdo de duas
subpopulagdes, sendo que uma delas com tamanhos menores de 10 nm.

No artigo de SUKSIRIWORAPONG et. al , 2014, é mencionado que
nanoparticulas poliméricas podem ser formadas a partir de copolimeros anfifilicos,
como os poloxameros. O trabalho de MINGKWAN et. al , 2015, descreve a formagéo
de micelas poliméricas contendo Pluronic P123 e Pluronic F127 associados a
succinato de d-alfa-tococalciferol polietilenoglicol (TGPS) para encapsular itraconazol,
substancia hidrofébica que age como antifungico. Foram obtidos tamanhos de micelas
de 8 -17 nm e 9 - 28 nm, respectivamente. Esses tamanhos foram similares aqueles

obtidos com base na distribuicdo em numero na presente dissertagao apresentada.
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Figura 3. Avaliagdo do didmetro hidrodindmico (Z-Ave) dos nanossistemas micelares de Pluronic
vazios. Valores de média e desvio padrao da média de quatro experimentos distintos e obtidos a partir
de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenca estatisticamente

significativa em relagdo ao experimento 1 (p < 0,05). ® Diferenga estatisticamente significativa em
relagéo ao experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 4: Distribuicées de didmetro hidrodindmico em numero dos nanossistemas micelares de Pluronic
vazios obtidas por espalhamento de luz dindmico a partir de trés experimentos distintos.
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Figura 5. Avaliagdo do didmetro hidrodindmico dos nanossistemas micelares de Pluronic com
resveratrol. Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir
de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente

significativa em relagdo ao experimento 1 (p < 0,05). ® Diferenca estatisticamente significativa em
relagao ao experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 6: Distribuicées de didmetro hidrodinamico em numero dos nanossistemas micelares de Pluronic
com resveratrol obtidas por espalhamento de luz dindmico a partir de trés experimentos distintos.
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Nos experimentos de nanossistemas lipossomais ndo extrusados vazios foram
obtidos valores de Z-Ave de 307,4 + 15,1 nm; 394 £+ 16,8 nm; 315,1 £+ 9 nm,
respectivamente, no 1°, 2° e 3° experimentos (Figura 7). J& nos experimentos de
nanossistemas lipossomais nao extrusados contendo RES foram obtidos valores de
Z-Ave de 865,1 + 38,1 nm; 1199,3 £ 77,1 nm; 1171,6 £ 17,2 nm, respectivamente, no
1°, 2° e 3° experimentos (Figura 9).

Apds submissdao a analise estatistica com teste de Tukey, no grupo de
nanossistemas lipossomais nao extrusados vazios foi observada diferenca estatistica
entre o Z-Ave do 1° e 0 2° experimentos e entre 0 2° e 0 3° experimentos, mas n&o
entre 0 1° e 0 3° experimentos. No grupo de nanossistemas nao extrusadoss contendo
RES, houve diferenca no Z-Ave entre o 1° e 0 2° experimentos e entre 0 1° e 0 3°
experimentos, mas nao entre o0 2° e 0 3° experimentos.

Tendo em vista as diferengas apresentadas, foram avaliados também a
distribuicdo do tamanho hidrodindmico em numero entre os grupos de nanossistemas
lipossomais nao extrusados vazios, obtendo-se 67,64 + 18,68 nm; 97,46 + 9,50 nm e
144,1 £ 117,1 nm (Figura 8); conquanto nos grupo de nanossistemas lipossomais néao
extrusados contendo RES foram obtidos 148,9 + 11,7 nm; 96,16 + 21,10 nm e 46,83
+ 21,9 nm (Figura 10).

Enquanto as medidas em Z-Ave ndo permitem avaliar de maneira direta e
adequadamente as possiveis subpopulacbées ou mesmo representa a medida mais
indicada quando avaliando amostras polidispersas, assim que o didmetro
hidrodinamico foi avaliado em numero tornou-se possivel observar presenca de
subpopulagdes nos 1° e 3° experimentos dos nanossistemas lipossomais nao
extrusados vazios os quais coincidentemente apresentam similaridade estatistica em
relacdo ao Z-Ave. Na Figura 10, uma possivel justificativa do experimento 1 ser
estatisticamente distinto dos demais, seria a presenga de 3 subpopulacdes, sendo que
uma delas de tamanho préximo a 1000 nm. Estes fatos podem corroborar com a
importancia da extrusdao na tentativa de se obter uma uniformidade das

nanoestruturas.
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Figura 7: Avaliagdo do didmetro hidrodindmico dos nanossistemas lipossomais ndo extrusados vazios.
Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de trés
leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente significativa em

relacdo ao experimento 1 (p < 0,05). ° Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 8: Distribuigdes de didmetro hidrodindmico em numero dos nanossistemas lipossomais néo
extrusados vazios obtidas por espalhamento de luz dindmico a partir de trés experimentos distintos.
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Figura 9: Avaliagao do didmetro hidrodindmico dos nanossistemas lipossomais nao extrusados com
resveratrol. Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir
de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao experimento 1 (p < 0,05).
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Figura 10: Distribuicbes de didmetro hidrodindmico em numero dos nanossistemas lipossomais nao

extrusados com resveratrol obtidas por espalhamento de luz dinamico a partir de trés experimentos
distintos.
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Nos experimentos de nanossistemas lipossomais extrusados vazios foram
obtidos Z-Ave de 134,3 £+ 1,5 nm; 225,3 £ 1,8 nm; 253,5 £ 1,07 nm, respectivamente,
no 1°, 2° e 3° experimentos (Figura 11). Finalmente nos experimentos de
nanossistemas lipossomais extrusados com RES foram obtidos Z-Ave de 200,5 + 1,4
nm; 218,2 £ 1,1 nm; 232,3 + 0,9 nm, respectivamente, no 1°, 2° e 3° experimentos
(Figura 13). Com relagéo a analise estatistica com o teste Tukey, os nanossistemas
extrusados, tanto os vazios quanto os nanossistemas contendo RES, houve diferenca
estatistica entre todas as amostras.

Na avaliacdo dos didmetros hidrodindmicos em numero nos experimentos de
nanossistemas lipossomais extrusados vazios foram obtidos valores de 99,78 + 2,83
nm; 43,66 + 8,79 nm e 57,91 £ 9,84 nm, respectivamente (Figura 12). Nos
experimentos dos nanossistemas extrusados com RES obteve-se 97,21 £ 43,93 nm;
122,2 + 15,32 nm; 81,84 + 27,29 nm respectivamente (Figura 14). Neste caso, apesar
de ter sido utilizado uma membrana com poros de 100 nm para extrusdo, o Z-Ave
evidenciou estruturas em torno de 200 nm e na avaliagao do didmetro hidrodinamico
em numero foram observadas populagdes majoritarias em torno de 100 nm.

No trabalho de RIGON et. al, 2016, para transporte de RES através da pele,
foram produzidos dois tipos de nanoparticulas por meio de sonicagdo, uma com acido
estearico com poloxamero e outra com acido estearico, poloxadmero e lecitina de soja.
As NP foram submetidas a avaliagdo de tamanho hidrodindmico tanto vazias quanto
contendo RES. Os valores de Z-Ave apresentaram diferencga estatistica em todas as
amostras, independente da associacdo com RES, de modo similar ao que foi
observado no presente estudo. Ja BHARDWAJ e BURGESS, 2010, avaliou
lipossomas de distintas composicoes (dimiristoilfosfatidilcolina,
dipalmitoilfosfatidilcolina e distearoilfosfatidilcolina), antes e apds extrusdo dos
mesmos. Os lipossomas submetidos a extrusdo tinham tamanhos menores que os
nao submetidos e também se notou interagdo com o grupamento -acil dos lipideos (o
qgue nao foi possivel analisar na atual Dissertagdo). Nao ha mencgéao sobre diferengas
estatisticas entre as amostras analisadas do mesmo material. Importante salientar que
o tamanho dos lipossomas a base de dimiristoilfosfatidilcolina contendo
dexametasona (anti-inflamatorio estereoidal com caracteristica hidrofobica) antes da
extrusao tinham valor de 1012,35 £ 131,96 nm e apds a extrusao a variagao se alterou

para 43,45 £ 1,29 nm. Também foi possivel observar reducdo importante entre os
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nanossistemas da atual Dissertagdo (1078,6 + 34,39 nm sem extrusdo e contendo
RES ; 217 + 18,03 nm com extrusdo e contendo RES).

Estes dados s&o similares e estdo de acordo com a literatura (OLSON et. al,
1979; ONG et. al, 2016; GUO et. al, 2018) que afirma que com a técnica de extruséo
ha a possibilidade na maioria das vezes de controle mais adequado de tamanho dos
lipossomas e sua reprodutibilidade. Outras abordagens como a sonicagao poderiam
ser utilizadas para uniformizar os lipossomas. De fato, ISAILOVIC et. al (2013)
descreve em seu trabalho semelhancas entre os tamanhos dos lipossomas apés
sonicagao e apos extrusao. Contudo, ONG et. al, 2016, avalia os diferentes métodos
de readequacido de tamanho de lipossomas e classifica a extrusdo como o melhor
método, sendo, portanto, aquele empregado nessa Dissertagao.

Também foram obtidos os intervalos de confianca, por meio das medidas de
erro padrao, os quais ficaram contemplados dentro do intervalo de confiangca de 95%
das amostras.

Mesmo com a variagdo de tamanho encontrada, tendo em vista que o alvo
desses nanossistemas seria a passagem pela BHE, faz-se necessario citar CHEN e
CHIANG (2020) os quais mencionam que lipossomas menores de 1000 nm teriam
plasticidade e seriam capazes de atravessar a barreira hemato-encefalica. Como os
lipossomas produzidos neste trabalho sdo menores de 300 nm (Z-Ave), eles teriam

uma facilidade ainda maior para a penetracédo no SNC.
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Figura 11: Avaliagdo do didmetro hidrodindmico dos nanossistemas lipossomais extrusados vazios.
Valores de média e desvio padrao da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de trés
leituras independentes por espalhamento de luz dinamico. 2 Diferenga estatisticamente significativa em

relacdo ao experimento 1 (p < 0,05). b Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 12: Distribuicdes de didmetro hidrodindmico em numeros dos nanossistemas lipossomais
extrusados vazios obtidas por espalhamento de luz dindmico a partir de trés experimentos distintos.
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Figura 13: Avaliagdo do didmetro hidrodinamico dos nanossistemas lipossomais extrusados com
resveratrol. Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir
de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao experimento 1 (p < 0,05). ® Diferenca estatisticamente significativa em
relagao ao experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 14: Distribuigdes do didmetro hidrodindmico em numeros dos nanossistemas lipossomais

extrusados com resveratrol obtidas por espalhamento de luz dinamico a partir de trés experimentos
distintos.
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Na Tabela 1 pode-se observar a comparacao entre todos os dados dos Z-Ave

obtidos em cada grupamento distinto.

Medidas de Z-Ave

1° Experimento

2° Experimento

3° Experimento

Nanossistemas
Micelares

Vazios

23,55+ 1,01 nm

16,83 £ 3,33 nm

16,05 + 9,60 nm

Nanossistemas

17,49 + 1,02 nm

20,34 £ 0,22 nm

18,61 + 3,28 nm

Micelares com
RES
Nanossistemas
Lipossomais
Vazios

307,4 £ 15,1 nm

394 + 16,8 nm

315,19 nm

Nanossistemas
Lipossomais com
RES

865,1 £ 38,1 nm

1199,3+ 77,1 nm

1171,6 £ 17,2 nm

Nanossistemas

Lipossomais 134,3 £ 1,5 nm 2253 +£1,8 nm 253,5 £ 1,07 nm
Extrusos Vazios
Nanossistemas
Lipossomais 200,5%+ 1,4 nm 218,2+1,1 nm 232,3+£0,9 nm

Extrusos com RES

Tabela 1. Dados comparativos dos indices de tamanho hidrodindmico de todas as etapas de todos os
experimentos realizados. Dados representados com as médias e seus desvios padrdes respectivos.

5.3- ANALISE DOS iNDICES DE POLIDISPERSIVIDADE DOS NANOSSISTEMAS

O indice de polidispersividade (Pdl) € uma medida utilizada para avaliar a

uniformidade de nanossistemas dispersos em uma suspensao analisada. Assim,

analises de PdI foram realizadas para cada um dos nanossistemas reproduzidos em

trés dias distintos (experimentos ou

independente.

lotes),

sendo apresentados de modo
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Inicialmente foram obtidas micelas vazias com valores de Pdl 0,823 + 0,162;
0,708 £ 0,253 e 0,747 £ 0,115, respectivamente (Figura 15); ou contendo RES nas
quais os Pdl foram 0,993 + 0,010; 0,385 £ 0,229 e 0,710 + 0,080 por essa ordem, para
cada experimento realizado (Figura 16). Apds analise estatistica, as micelas vazias
obtiveram um p=0,752, comprovando pelo teste de Tukey que nao observou diferenga
nos valores de Pdl entre as amostras (lotes). Porém, as micelas contendo RES
apresentaram p=0,0054 e o teste de Tukey evidenciou distingdes entre a primeira
amostra e a segunda amostra (lotes) deste grupo.

No trabalho de MINGKWAN et. al (2015), as micelas poliméricas obtidas com
Pluronic F127 e TGPS contendo intraconazol apresentaram valores de 0,094
(monodispersas) a 0,537 (moderadamente polidispersas). Em outro estudo
desenvolvido por EL-GENDY et. al (2017), a variagao dos Pdl obtidos no experimento
de formagéao de micelas de Pluronic F123 e Pluronic F127 encapsulando olmesartana
foi de 0,09 (monodisperas) a 0,37 (baixa polidispersividade). Estes Pdl sdo bem
menores que os achados no presente estudo, fato que pode ter sido influenciado pelo
tamanho das micelas produzidas em comparagcédo as confeccionadas nos trabalhos

citados.

1,2

0,8

dl
o
o

0,4

0,2

Experimento 1 Exprimento 2 Experimento 3
12/04/2022 27/05/2022 19/07/2022
Figura 15. Avaliagdo do indice de polidispersividade das micelas vazias. Valores de média e desvio

padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de trés leituras independentes por
espalhamento de luz dinamico.
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Figura 16. Avaliagdo do indice de polidispersividade das micelas com resveratrol. Valores de média e
desvio padrao da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de trés leituras independentes
por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao experimento
1 (p < 0,05).

Nos experimentos com nanossistemas lipossomais hibridos ndo extrusados
vazios foram obtidos valores de Pdl de 0,663 £ 0,048; 0,721 + 0,062; 0,451 + 0,151,
respectivamente, no 1°, 2° e 3° experimentos (Figura 17). Ja nos experimentos para
formacdo de nanossistemas lipossomais hibridos nao extrusados contendo RES
foram obtidos valores de 0,932 + 0,033; 0,650 + 0,217; 0,764 + 0,044 no 1°, 2° e 3°
experimentos, respectivamente (Figura 18). Ainda nos experimentos com
nanossistemas lipossomais hibridos extrusados vazios foram obtidos 0,086 + 0,014;
0,257 £ 0,004; 0,268 £ 0,003, respectivamente, no 1°, 2° e 3° experimentos (Figura
19). Por fim, nos experimentos com nanossistemas lipossomais hibridos extrusados
contendo RES foram obtidos 0,196 + 0,010; 0,238 + 0,007; 0,253 * 0,006
respectivamente no 1°, 2° e 3° experimentos (Figura 20).

Em suma, os nanossistemas lipossomais hibridos ndo extrusados vazios
apresentaram Pdl em média de 0,611 (variando de 0,451 a 0,721). Em contraste, nos
nanossistemas lipossomais hibridos extrusados vazios, pode-se observar que os Pdl
das estruturas encontradas ficaram em torno de 0,200 (variando entre 0,080 e 0,268),
indicando maior uniformidade. Similarmente, os nanossistemas lipossomais hibridos
néo extrusados contendo RES apresentaram valores de Pdl em média de 0,782 (com
variagdo de 0,650 a 0,932) e os nanossistemas lipossomais hibridos extrusados
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contendo RES exibiram valores de Pdl em média de 0,229 (com variagao de 0,196 a
0,253).

Comumente, considera-se que valores de Pdl acima de 0,400 séao
caracteristicos de distribuicbes heterogéneas (moderadamente a altamente
polidispersas) no nanossistema, o0 que pode sugerir presenga de
aglomerados/agregados de particulas ou aumento de tamanho das mesmas. Ja
valores de Pdl abaixo de 0,200 revelam uma tendéncia a monodispersao. Quando os
valores ficam acima de 0,700, ha a presenga de uma grande variedade de tamanho
das particulas da amostra (altamente polidispersas) (KRAUSE et. al, 2010; RIGON et.
al, 2016).

Portanto, pode-se afirmar que, com a técnica de extrusdo, tanto os
nanossistemas lipossomais hibridos vazios quanto os que continham RES
apresentaram mudanga com relagao a dispersibilidade, deixando de ser polidispersos
e se tornando monodispersos ou com tendéncia notoria a monodispersdo. Esta
caracteristica também foi observada no trabalho de ISAILOVIC et. al (2013), no qual
foram obtidos lipossomas extrusados contendo RES com Pdl de 0,15-0,22, em
comparagao a técnica de sonicagao cujo Pdl variou de 0,23-0,47. No artigo recente
de EVERS et. al (2022) foram produzidos nanossistemas lipossomais hibridos visando
transporte de RNA interferentes curtos (para impedir a translacdo de proteinas
patogénicas) e, apds a extrusdo dos mesmos, foi obtido um Pdl em torno de 0,200,
similar aos dados obtidos na vigente pesquisa para o RES.

Outros fatores, além da extrusdo, também poderiam influenciar nas medidas
de PdIl. No estudo de RIGON et. al, 2016 também foram obtidos lipossomas de
fosfatidilcolina com poloxdmero e RES vazios com média de Pdl de 0,200, que
corresponderia a uma tendéncia a monodispersao, mesmo sem a extrusdo,
empregando processo de sonicagdo. Na publicagdo de LI et al, 2018, foram
confeccionados lipossomas com Pluronic F127 para transporte de curcumina. Os
resultados sugeriram que quanto menor o percentual de Pluronic na solugdo, mais
homogénea é a suspenséo lipossomal formada (com Pdl entre 0,200 e 0,400).

Também foram obtidos os intervalos de confianga, por meio das medidas de
erro padrdo. Nessas condi¢cbes, as medidas encontradas estdo dentro de uma
estimativa de intervalo de confianga de 95% das amostras. Contudo, cada uma das
trés medidas foram submetidas ao teste de Tukey evidenciando diferengas entre os

lotes (experimentos) do mesmo grupo. No grupo dos nanossistemas lipossomais
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hibridos ndo extrusados vazios foi observada diferenga estatistica significativa entre
os 2° e 3° experimentos, sem disparidade entre 0 1° e 2° e entre 0 1° e 0 3° (p < 0,05).
No grupo dos nanossistemas lipossomais hibridos ndo extrusados com RES, nao
foram observadas diferencas estatisticas entre as amostras de diferentes lotes. No de
nanossistemas lipossomais hibridos extrusados vazios, a diferenga ficou entre os 1°
e 2° e entre 1° e 3°, sem diferenga entre 0 2° e 3° (p < 0,05). E no de nanossistemas
lipossomais hibridos extrusados com RES, o teste Tukey evidenciou distingdo entre o
1° e 2° e entre 0 2° e 3°, porém sem discordancia entre a 2° e 3° amostras (p < 0,05).
Tendo em vista os dados apresentados, fica clara a dificuldade em se reproduzir os
nanossistemas em escala laboratorial quanto as medidas de Pdl, mas que o uso da

extrusdo aumenta a uniformidade dos sistemas pelo menos quanto a faixa obtida.
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Figura 17. Avaliagdo do indice de polidispersividade dos nanossistemas lipossomais ndo extrusados
vazios. Valores de média e desvio padrao da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de
trés leituras independentes por espalhamento de luz dinAmico. ° Diferencga estatisticamente significativa
em relagao ao experimento 2 (p < 0,05).
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Figura 18. Avaliagdo do indice de polidispersividade dos nanossistemas lipossomais ndo extrusados
com resveratrol. Valores de média e desvio padrao da média de trés experimentos distintos e obtidos
a partir de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico.
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Figura 19: Avaliagéo do indice de polidispersividade dos nanossistemas lipossomais extrusados vazios.
Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir de trés
leituras independentes por espalhamento de luz dinamico. 2 Diferenga estatisticamente significativa em
relagao ao experimento 1 (p < 0,05).
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Figura 20: Avaliagao do indice de polidispersividade dos nanossistemas lipossomais extrusados com
resveratrol. Valores de média e desvio padrdo da média de trés experimentos distintos e obtidos a partir
de trés leituras independentes por espalhamento de luz dindmico. 2 Diferenga estatisticamente
significativa em relagdo ao experimento 1 (p < 0,05).

5.4- AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Por meio da analise espectrofotométrica, foram realizadas medidas para
obtencao de curvas padrao para quantificacdo de RES. Assim, foram obtidas curvas
de concentragdo de RES de 0 a 100% (em relagdo a concentracdo maxima
encapsulada) variando a cada 10%, com suas respectivas equacodes e valores de R

Na primeira curva padrdao (Figura 21), foi taxa de encapsulamento dos
nanossistemas lipossomais hibridos extrusados com RES avaliada nesse ensaio foi
de 63,94%. Ja na segunda curva padrao (Figura 22), a taxa de encapsulamento dos
nanossistemas lipossomais hibridos extrusados com RES obtida foi de 89,10%. Por
fim, na terceira analise (Figura 23), a qual foi obtido 100% de taxa de encapsulamento
dos nanossistemas lipossomais hibridos extrusados com RES.

No trabalho de SALAMA et. al, 2012 também foi utilizada uma combinacao de
fosfatidilcolina com poloxameros para veicular olanzapina a ser administrada por via
nasal para o SNC. A taxa de encapsulamento teve uma variacdo de 64,92% a
76,10%. Ja no artigo de ASHIZAWA et. al, 2019, foram produzidos lipossomas com
fosfatidilcolina, associada a colesterol e poloxdmero para transportar
oligonucleotideos para as células de Purkinje do cerebelo. Foi considerada que a
eficiéncia de encapsulamento foi um sucesso, tendo em vista que atingiu valores
acima de 70%. Na dissertacdo de PADILLA (2014) foi descrita a produgéo de
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lipossomas com fosfatidilcolina e poloxamero para transporte cutaneo de fluconazol e
obteve uma taxa de encapsulamento de 96,84%. Os dados de SANTOS (2011) na
confecgdo de sistema lipidico de monoestearato de glicerila, acido oléico e
poloxdmero para transporte de praziquantel, obtiveram uma eficiéncia da taxa de
encapsulamento variando de 83 a 88%, a depender da quantidade de praziquantel
utilizada.

Desse modo, as eficiéncias de encapsulamento obtidas no presente estudo séo
compativeis com aquelas para outros principios ativos hidrofébicos obtidos a partir da

literatura atual na area.

EXPERIMENTO 1 y = 0,0029x- 0,0376

R?=0,9626
0,3

0,25

ABSORBANCIA (U.A.)

120

PORCENTAGEM DE ENCAPSULAMENTO (%)

Figura 21: Curva padrdao para avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento dos nanossistemas
lipossomais extrusados com RES produzidos no dia 09/05/2022.
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EXPERIMENTO 2

y = 0,0028x - 0,0065
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Figura 22: Curva padrdao para avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento dos nanossistemas
lipossomais extrusados com RES produzidos no dia 31/05/2022.
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2 _
0,25 R? = 0,996

0,2
0,15
0,1

0,05

ABSORBANCIA (U.A.)

20 40 60 80 100 120

-0,05
PORCENTAGEM DE ENCAPSULAMENTO (%)

Figura 23: Curva padrdao para avaliagdo da eficiéncia de encapsulamento dos nanossistemas
lipossomais extrusados com RES produzidos no dia 01/08/2022.

5.5- AVALIACAO DA PASSAGEM DOS NANOSSISTEMAS HIiBRIDOS POR
MEMBRANA COM POROSIDADE COMPATIVEL COM A BHE

Foi realizado um ultimo teste para validagao in vitro do nanossistema hibrido
contendo RES desenvolvido quanto a capacidade de transpor a BHE por meio da

passagem através de membrana com porosidade compativel (similar) com a da BHE.
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O nanossistema lipossomal hibrido contendo Pluronic e RES foi produzido e depois
submetido a passagem unica por compressdo manual por membrana de 50 nm. A
escolha da membrana com tal porosidade se deu em fungdo de LOCKMAN et. al,
2002 ter afirmado que a porosidade ideal para travessia da BHE seria de menos de
100 nm, ja TSOU et. al, 2017 e CENA e JATIVA, 2018 citam que estruturas menores
de 200 nm possuem mais chance de adentrar a BHE.

O nanossistema lipossomal hibrido contendo RES foi avaliado antes e apés a
passagem através da membrana. Assim, o tamanho médio (Z-Ave) antes da
passagem foi de 132,3 nm e depois foi pouco reduzido para 118,8 nm (Figura 24).
Isso significa que mesmo passando em um poro de 50 nm, o didmetro dos lipossomas
se mantiveram relativamente constantes, mostrando sua capacidade de diapedese
(deformacao para transpor barreiras). Os poros da BHE variam de 20 a 300 nm, entao
o fato de que o lipossoma com Pluronic e RES ter apresentado didametro hidrodindmico
inicial de 132 nm parece nao ter comprometido a passagem por uma barreira fisica
com porosidade de 50 nm, sendo muito promissor considerando a possibilidade de
entrega do RES no SNC através da BHE.

N&o obstante, também foram avaliados os diametros hidrodindmicos em
numero desses nanossistemas que foram de 88,80 £ 10,18 nm e 75,83 + 6,66 nm,
respectivamente antes e apds a passagem pela barreira de 50 nm (Figura 25). Esses
dados evidenciam a manutencdo de apenas uma populacdo de nanoestruturas

predominante em cada analise, além de manter o tamanho similar apés diapedese.
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Figura 24: Avaliagdo dos diametros hidrodinamicos (Z-Ave) dos nanossistemas lipossomais hibridos
extrusados com resveratrol antes e apds nova passagem por membrana com porosidade de 50 nm.
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Figura 25: Distribuicdes do diametro hidrodindmico em numero dos nanossistemas lipossomais
extrusados com resveratrol antes e apds a passagem por membrana com porosidade de 50 nm.

Importante salientar que algumas das principais limitagcbes do uso de
nanoparticulas lipidicas e lipossomas s&do sua instabilidade plasmatica, rapida
liberacdo de seu conteudo e serem reabsorvidos pelo sistema reticulo endotelial
celular (HERNANDEZ e SHUKLA, 2021). Assim, o uso de poloxameros como o
Pluronic F127 proposto no presente estudo poderia manter a estabilidade plasmatica
da estrutura, aumentando seu tempo de encapsulamento da droga como ja foi
sugerido em trabalho anterior (ZHAN et. al, 2015).
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Além disso, o uso desse tipo de nanossistema poderia propiciar entrega mais
efetiva por variadas rotas de administragdo. No artigo de PHACONPAI et. al (2010)
foram produzidos lipossomas de fosfatidilcolina de soja contendo quercetina,
flavonoide com acgao antioxidante e anti-inflamatdria, o qual foi administrado via nasal
em ratos e foram obtidas taxas reduzidas de peroxidagao lipidica. Este mecanismo de
acesso ao SNC também foi elencado por CORREIA et. al (2022) como a maneira mais
eficaz de obter sucesso na entrega de farmacos.

Outra vantagem da associagao utilizada de modo inédito neste presente estudo
€ que, na temperatura média corporal de 36,7°C, a formulacdo de nanossistema
hibrido desenvolvida tenderia a ficar geleificada devido ao Pluronic, dificultando a
degradagao precoce e aumentando a eficiéncia de uma possivel liberagcédo

sustentada.

6- CONCLUSAO

O nanossistema hibrido (a base de Pluronic F127 e fosfatidilcolina em meio de
liquor mimético) mostrou-se eficaz em produzir, por extrusao, estruturas uniformes em
nanoescala para encapsulamento de resveratrol com potencial para atravessar
barreiras com porosidade inferior as dimensdes das nanoestruturas formadas.

Através das medidas do Z-Ave pode-se perceber tamanhos distintos a partir
dos nanossistemas avaliados (micelas vazias e com RES, nanossistemas lipossomais
nao extrusados vazios e com RES, nanossistemas lipossomais extrusados vazios e
com RES). Ainda foi possivel perceber diferengas significativas de Z-Ave entre os
experimentos dos nanossistemas extrusados avaliados, com pressuposto de possivel
dificuldade em suas reprodutibilidades. Contudo, ao se avaliar as medidas de
distribuicdo do tamanho hidrodindmico em numeros, os dados mostravam certa
uniformidade dos grupos analizados, especialmente os extrusados.

Além do Z-Ave obtido através do espalhamento de luz dinAmico, também foi
possivel verificar o Pdl. Com este dado ficou clara a tendéncia a monodispersio apos
a extrusdo dos nanossistemas.

Assim, o presente trabalho possibilitou produzir nanossistemas lipidicos
contendo resveratrol com taxa de encapsulamento semelhante com a da literatura

revisada para outros tipos de nanossistemas. Foi possivel confirmar a propriedade
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dos lipossomas de se deformar, tendo em vista passar por aberturas menores que
seu didmetro inicial, e depois ter a capacidade de voltar ao tamanho original.

Os resultados confirmam as premissas iniciais de alta eficiéncia da capacidade
de encapsulamento através das analises in vitro.

Almejando futuras perspectivas, € necessario destacar a possibilidade do uso
da mesma formulag&o para entrega de outras drogas hidrofébicas, tal como o RES,
para SNC com objetivo de reducédo de custo das medicagcées e aumento de suas
eficacias.

Serao necessarios futuros estudos in vitro para verificagado de funcionalidade

de entrega de RES, como ensaios de citotoxicidade.
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