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RESUMO

Rosacea € uma doenca dermatoldgica cronica caracterizada principalmente por rubor
centro-facial recorrente. Atualmente ndo existe tratamento especifico para rosacea, sendo
seu controle estabelecido com tratamentos tOpicos ou orais que acarretam efeitos
adversos. O resveratrol é uma substancia natural com propriedades anti-inflamatéria e
antioxidante, portanto, interessante para o tratamento da rosacea. No entanto, ainda nédo
existe nenhum produto topico contendo resveratrol no mercado, provavelmente devido a
sua alta lipofilicidade e consequente dificuldade em penetrar profundamente a pele. O
presente estudo prop6s o desenvolvimento de uma microemulsdo (ME) 6leo em agua
utilizando 6leo de semente de uva enriquecido com resveratrol para o tratamento topico
da rosdcea. Analises térmicas (DSC e TGA) de misturas binérias de resveratrol e dos
componentes da formulacdo foram realizadas para avaliar a compatibilidade
farmacéutica. De um diagrama de fases pseudoternario, duas MEs foram selecionadas
para estudos posteriores. As MEs foram caracterizadas analisando a distribuicdo de
tamanho das goticulas, potencial zeta, pH, morfologia e comportamento reoldgico. A
permeacao do ativo a partir das MEs foi estudada in vitro utilizando pele suina acoplada
em células de difusdo de Franz durante 24 h e comparada a uma solucdo de resveratrol
utilizada como controle. Por fim, ensaios de HET-CAM foram realizados para verificar a
seguranca das formulagdes. As analises térmicas mostraram a compatibilidade entre o
ativo e os componentes da formulagdo. As composi¢des das MEs selecionadas (15% de
6leo, 55% de &gua e 30% de tensoativos; e 10% de Oleo 60% de agua e 30% de
tensoativos) consistiram em formulagGes translicidas, apresentando tamanho médio de
goticulas de 22,3 £ 1,4 e 24,2 + 0,8 nm, pH 6,3 £0,1 e 6,8 + 0,8, e comportamento de
fluxo newtoniano, que foram fisicamente estaveis por pelo menos 60 dias. Além disso, as
MEs mostraram promover aumento da penetragdo do ativo nas camadas mais profundas
da pele (ME 1=2,9 + 0,1 pg/cm?) em 4 vezes (p<0,001) em comparagéo ao controle,
enquanto reduziram de 3,5 a 6 vezes (p<0,05) a retencdo do ativo no estrato corneo.
Ambas formulagdes foram seguras para aplicacdo tdpica. Conclui-se que as MEs foram
adequadas para aplicacdo tOpica, pois sdo estaveis, seguras e capazes de estimular
significativamente a penetracdo do resveratrol para as camadas mais profundas da pele,

podendo beneficiar o tratamento tdpico da rosacea.

Palavras chaves: Resveratrol, Nanotecnologia, Rosacea, Pele, Administracdo topica.



ABSTRACT

Rosacea is a chronic dermatological disease mainly characterized by recurrent full-face
flushing. Currently, there is no specific treatment for rosacea, its control being established
with topical or oral treatments which present adverse effects. Resveratrol is a natural
substance with anti-inflammatory and antioxidant properties, therefore interesting for the
treatment of rosacea. However, there is still no topical product containing resveratrol on
the market, probably due to its high lipophilicity and consequent difficulty in penetrating
deeply into the skin. The present study proposed the development of an oil-in-water
microemulsion (ME) using grape seed oil enriched with resveratrol for the topical
treatment of rosacea. Thermal analyzes (DSC and TGA) of resveratrol and formulation
components binary mixtures were performed to evaluate pharmaceutical compatibility.
From a pseudoternary phase diagram, two MEs were selected for further study. MEs were
characterized by analyzing droplet size distribution, zeta potential, pH, morphology, and
rheological properties. Drug permeation from MEs was studied in vitro using porcine skin
coupled to Franz diffusion cells for 24 hours and compared to a resveratrol solution used
as a control. Finally, HET-CAM tests were carried out to verify the safety of the
formulations. Thermal analyzes showed the compatibility between the drug and the
formulation components. The compositions of the selected MEs (15% oil, 55% water and
30% surfactants; and 10% oil, 60% water and 30% surfactants) consisted of translucent
formulations, with an average droplet size of 22.3 + 1.4 and 24.2 + 0.8 nm, pH 6.3 £0.1
and 6.8 £ 0.8, and Newtonian flow behavior, which were physically stable for at least 60
days. Furthermore, MEs were shown to increase drug penetration into the deeper layers
of the skin (ME 1=2.9 + 0.1 pg/cm?) by 4 times (p<0.001) compared to the control, while
reducing by 3.5 to 6 times (p<0.05) the drug retention into the stratum corneum. Both
formulations were safe for topical application. It is concluded that MEs were suitable for
topical application, as they are stable, safe, and capable of significantly stimulating the
penetration of resveratrol into the deeper layers of the skin, potentially benefiting the

topical treatment of rosacea.

Keywords: Resveratrol, Nanotechnology, Rosacea, Skin, Drug Delivery.
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1. INTRODUCAO

A roséacea é uma doenca dermatoldgica crénica, que se apresenta principalmente
por meio de rubor recorrente no centro da face e hiperplasia macica das glandulas
sebaceas (1,2). Pode ser desencadeada por fatores genéticos, inflamatorios,
neurovasculares e por desequilibrio das camadas cutaneas, e é agravada por fatores
externos, como radiagcdo UV e fatores nutricionais (1,3).

Atualmente, ndo ha um tratamento especifico para a rosacea e a principal forma
de controlar as crises é por meio de tratamento topico, que nem sempre € efetivo devido
a baixa penetracdo cutanea que alguns ativos apresentam, o que resulta em baixa
biodisponibilidade dermatoldgica. Além disso, algumas formulagdes comerciais tendem
a ser pouco toleradas pela pele sensivel dos pacientes acometidos pela doenca, 0 que
resulta na descontinuacdo do tratamento. Para 0s casos mais graves de rosacea, faz-se
necessario o uso de medicagdes por via oral. Entretanto, a descontinuidade do tratamento
neste caso também € elevada devido as reaces adversas relacionadas ao uso desses
medicamentos, geralmente corticoides ou anti-inflamatérios (2-4). Entre as principais
reacOes adversas provenientes desses medicamentos orais estdo desconfortos
gastrintestinais, problemas renais e hepaticos, retencdo de liquido, entre outros (5-8).

O resveratrol é um ativo promissor para o tratamento de rosacea. E indicado para
o tratamento de inflamacdes topicas por apresentar atividades fotoprotetora, antioxidante
e imunomoduladora, diminuindo a expressdo de citocinas e quimiocinas envolvidas no
processo inflamatério da doenca (9). Entretanto, por causa da sua alta lipossolubilidade
(Log P = 3,1, solubilidade em &gua = 0,03 mg/mL) (10), € uma molécula de dificil
incorporacdo em formulagOes de base aquosa. Alem disso, o ativo lipofilico possui certa
dificuldade em transpassar o estrato corneo, que é a camada mais superficial da epiderme
que também possui alta lipofilicidade e baixo conteddo aquoso. O rapido metabolismo do
resveratrol também dificulta seu uso terapéutico (11,12).

Na tentativa de contornar as dificuldades biofarmacéuticas apresentadas pelo
resveratrol de uso topico, o presente trabalho propbe o uso de sistemas
microemulsionados para sua incorporagdo. Microemulsdo é uma dispersdo de dois
liquidos imisciveis, estabilizada por agentes emulsionantes de composi¢éo e concentracao
especifica, com a formacdo de goticulas de dimens6es inferiores a 200 nm (13). Esse

sistema, além de apresentar elevada estabilidade fisica e ser capaz de incorporar



substancias apolares como o resveratrol, tem se revelado um eficiente promotor de
permeacdo cutanea, que favorece a absor¢do de moléculas para as camadas mais
profundas da pele (14). Além disso, as microemulsdes sdo de fécil aplicacdo e
espalhamento na pele, por se tratar de sistemas liquidos, homogéneos e transparentes
((15).

Para o preparo das microemuls@es para o tratamento da rosécea foi selecionado o
6leo de semente de uva. Esse Gleo ja tem beneficios e usos conhecidos na literatura
voltados para a area nutricional, farmacéutica e cosmética (16,17). Suas propriedades
estdo relacionadas a composicéo quimica do 6leo, que contém resveratrol, &cido linoleico,
vitamina E, entre outros (17). Entre os beneficios para a pele estdo a hidratacao,
restauragcdo da funcdo de barreia cutanea e agdo antioxidante, que protege a pele do
envelhecimento, do dano oxidativo e de outras doencas, como dermatite, acne, rosacea, e
psoriase (17-19).

Assim, o objetivo desse estudo foi desenvolver uma microemulséo 6leo-em-agua
contendo 6leo de semente de uva enriquecido com resveratrol destinada ao tratamento
topico da rosacea. Espera-se que a formulacdo seja estavel, bem tolerada pela pele e que
promova o aumento da permeacdo cutanea do ativo através do estrato corneo, garantindo

a eficécia do tratamento proposto para a doenca.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anatomia da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano. Histologicamente, pode ser dividida em
epiderme (camada mais externa), derme e hipoderme, que apesar de serem compostas por
diferentes tipos celulares e estruturas, juntas formam uma barreira mecéanica para protecdo
em relacéo a entrada de agentes, incidéncia da radiagéo solar, funcionam como protecéo
a perda de agua do organismo e termorregulacao corporal, no metabolismo e na regulacéo
do equilibrio de fluidos (Figura 1) (20).

A epiderme é a camada mais externa e se caracteriza por sua funcao de barreira
protetora. O estrato corneo que possui uma espessura de 10um a 15um tem a fungéo de
servir como primeira barreira a absor¢do percutanea de moléculas e contra a perda de
4gua pelo organismo. E uma camada queratinizada, como mostra a Figura 1, e passa
rotineiramente por processo de descamacdo. A penetracdo de um dado medicamento na
pele através do estrato corneo depende de fatores que incluem as propriedades fisico-
quimicas do ativo, da formulacéo utilizada e a condicdo cutanea da regido que ira receber
0 produto (14,20,21). Assim, para transpor o estrato corneo, o ativo deve apresentar
balanco adequado em sua solubilidade aquosa e oleosa ou a formulagcdo em que ele esta
inserido deve possuir componentes capazes de afetar a estrutura celular e, assim, superar
a barreira do estrato corneo ate atingir as camadas mais profundas da epiderme e derme
(20). Algumas doengas dermatoldgicas sdo capazes de provocar uma disfuncionalidade
do estrato cérneo, com a diminuicdo da capacidade de atrair e reter agua, piorando o

processo inflamatdrio e agravando o dano a barreira mecanica da pele (4)
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Figura 1. Representacdo da organizacao estratificada da pele. Adaptado de (20) e criado com BioRender.

Localizando-se abaixo do estrato corneo, o estrato lucido é um revestimento
formado por uma camada de células achatadas, planas e translucidas (Figura 2). Essa
camada esta presente apenas em regides do corpo em que a pele é mais espessa, como a
palma da méo e a planta dos pés. O estrato granuloso (Figura 2), logo abaixo do estrato
licido, geralmente apresenta de 1 a 4 células de espessura, sendo composto por granulos
de queratina em suas células, que promovem a queratinizacdo (21). O estrato granuloso é
seguido do estrato espinhoso: encontram-se nessa camada os granulos de melanina e as
células de Langerhans, importantes fagdcitos que auxiliam na resposta imunologica da
pele. O estrato espinhoso apresenta células ligadas através de desmossomos (tipo de
membrana que tem a funcdo de manter as células unidas umas as outras), que conferem
resisténcia ao tecido (20-22). No estrato basal, as células sdo responsaveis pela renovacao
continua da epiderme por meio de sucessivas mitoses (21).

Estrato corneo

Estrato lucido
Estrato granuloso

Granulos de queratina <

Células de Langherans < Estrato espinhoso

Queratindcitos < Estrato basal

Figura 2. Representacéo dos estratos da camada da pele. Criado com BioRender.

A derme, segunda camada da pele, tem uma espessura entre 0,5 e 5mm e

contempla componentes celulares como linfécitos, fibroblastos, mastocitos, plasmacitos



e células dendriticas. A presenca de fibroblastos garante a textura e elasticidade da pele.
Também sdo encontrados alguns canais linfaticos, vasos sanguineos e nervos sensoriais
(Figura 1). A camada mais interna da pele, chamada de hipoderme ou tecido subcutaneo
(Figura 1), é composta por tecido adiposo e conjuntivo e tem como principal funcédo a
reserva energética, protecdo contra choque mecéanico e também atua como isolante
térmico (14,21).

2.2. Permeacio de ativos através da pele

A principal barreira para a penetracdo cutanea de um ativo € o estrato corneo,
assim, essa penetracdo pode acontecer seguindo a via transepidérmica, em que ha a
difusdo através das camadas, ou por vias alternativas, sendo absorvidos pelas glandulas
sebéceas, sudoriparas e/ou estruturas capilares (21).

A via transepidérmica pode envolver a passagem das moléculas através das
células do estrato corneo, chamada de via transcelular (Figura 3A) ou pela passagem
através da matriz lipoproteica existente entre as células, chamada de via intercelular
(Figura 3B) (21,23). De maneira geral, a via transcelular favorece a penetracéo de
composto polares, como por exemplo, agua, enquanto as substancias mais apolares, que
apresentam afinidade lipidica, difundem-se lentamente pela via intercelular, ao longo de
seus espacos (24).

A via transcelular permite que as moléculas se difundam atravessando
diretamente as células, cornedcitos, se localizando no interior da membrana lipidica. Na
via intercelular acontece a difusao através do contorno completo das células e da matriz
lipidica, ou seja, ha uma transposi¢cdo da molécula por um caminho tortuoso, sem
atravessar as células. E existe ainda a via de anexos cutaneos, em que o ativo pode ser
absorvido por meio dos foliculos pilosos, glandulas sebéceas e glandulas sudoriparas, na

qual ocorre a penetracdo mais rapida das moléculas (14,21,25).
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Figura 3. Representacdo da penetracdo de substancias no estrato cérneo. A — Via transcelular; B — via

intercelular; C — via de anexos cutaneos. Criado com BioRender,

A via de penetracdo atraves do estrato corneo ou dos anexos cutaneos esta
inteiramente associada as propriedades fisicas e quimicas tanto do ativo quanto da
formulacéo utilizada. Dessa forma, algumas caracteristicas como lipofilicidade adequada
(moléculas altamente lipofilicas podem ficar retidas no estrato cérneo), baixo peso
molecular, concentracdo do ativo, composicdo da formulacdo, condicbes da pele, podem
favorecer o processo de penetracdo do estrato corneo e melhorar a resposta farmacéutica

esperada (25).

2.3. Rosacea

Rosacea é uma doenca dermatoldgica cronica, ainda de fisiopatologia
desconhecida, e sem cura, que pode ter controle através do tratamento adequado. Estudos
mostram que fatores genéticos, anomalias do sistema imunoldgico, disfuncdo neuronal,
reacOes inflamatdrias causadas por microrganismos e hiper-reatividade vascular podem
estar envolvidos no desenvolvimento da rosacea, além dos fatores ambientais, como
calor, estresse, exposicao a radiacdo UV e fatores nutricionais(2,8,9).

Acomete principalmente a regido centro-facial e estda associada ao
comprometimento da barreia cutanea, o que contribui para a fisiopatologia da doenca.
Observa-se que pacientes com rosacea possuem um aumento da perda de &gua
transepidérmica, tornando a pele seca com maior suscetibilidade a descamacéo e alta
sensibilidade (3).

De forma geral, a rosacea caracteriza-se pelo rubor facial (Figura 4), que pode ser
transitério ou ndo transitorio, eritema, telangiectasia, formacéo de papulas ou pustulas
inflamatdrias no nariz, queixo e bochechas, podendo estar associada ou ndo a sintomas
oculares, como olho seco e sensivel (2,8). Existem quatro tipos clinicos de rosacea com

base nos sinais e sintomas predominantes, sendo eles: 1) Subtipo Eritémato-



telangiectasica, 2) Subtipo Papulopustuloso, 3) Subtipo Fimatoso e 4) Subtipo Ocular
(1,2,9).
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Figura 4. llustracdo do acometimento da rosacea na face. Adaptado de (3)

Embora os sinais e sintomas sejam cutdneos, a rosacea, por ser uma doenca
dermatoldgica facial pode causar implicages na satide mental dos pacientes, impactando
drasticamente na qualidade de vida dos acometidos (4). Dessa forma, torna-se de grande
relevancia o tratamento da doenca com o intuito de evitar o agravamento e possiveis
complicacoes.

Apesar da rosacea ser descrita como uma doenca sem cura, é possivel controlar os
sintomas com as diversas opcdes terapéuticas disponiveis para cada caso clinico, sendo
elas de uso topico ou sistémico (3).

Os tratamentos topicos visam controlar os surtos com opgdes terapéuticas que
sejam de boa tolerabilidade e impacto positivo na qualidade de vida dos acometidos (3).
Entretanto, os tratamentos disponiveis sdo pouco tolerados pela pele sensivel e nem
sempre mostram efeitos devido principalmente a baixa penetracdo cuténea dos principios
ativos das formulacdes, impactando em uma baixa biodisponibilidade dermatoldgica do
ativo (13).

O Consenso Global de Rosacea (ROSCO) considera a doenca de origem
multifatorial com fisiopatologia voltada para a potencializagdo de processos inflamatdrios
e vasculares que desencadeiam a rosacea, induzindo a aceleracdo da proliferacdo e
diferenciacdo epidérmica e & disfuncdo do estrato corneo, com a diminuicdo da
capacidade de controlar os niveis de agua, acarretando a piora da inflamac&o e agravo na
barreira da pele (1,3,4,9).

2.4. Resveratrol



O resveratrol € um componente polifendlico natural que exibe diversas atividades
farmacoldgicas ja descritas na literatura, como acgdo anti-inflamatéria, imunomoduladora,
antiviral e antioxidante (10,26,27). E sintetizado na epiderme das folhas e no pericarpo
das bagas de uva, e também é encontrado em outras 70 espécies naturais (10). E uma
molécula de dificil incorporacdo em formulagdes topicas convencionais de base aquosa
por causa de sua alta lipossolubilidade (11). Problemas de estabilidade e baixa penetracao
cutdnea também tem impedido seu uso terapéutico em formulacdes de aplicacéo topica.

A molécula do resveratrol foi isolada pela primeira vez em 1939, na raiz da planta
japonesa Polygonum cuspidatum, considerada a espécie com maior concentragdo de
resveratrol. Foi categorizada como um estilbeno natural com a féormula quimica 3,5,4'-
trihidroxi-trans-stilbeno. Curiosamente, o resveratrol ¢ um metabodlito secundario da
planta, produzido como resultado da reacéo adaptativa a fatores de estresse ambientais,
como infecges fungicas, lesdes e irradiacdo UV (28-33). As fitoalexinas, metabolito de
baixo peso molecular do resveratrol, sdo capazes de inibir o progresso de infeccoes
causadas por fungos.

Os polifendis como o resveratrol estdo ganhando grande popularidade devido aos
seus efeitos benéficos, porém um fator limitante é a baixa estabilidade (32). Por isso, para
a utilizacdo do ativo que vem se tornando cada vez mais popular é necessario o
desenvolvimento de tecnologias que melhorem a sua biodisponibilidade e
estabilidade(34). A respeito das caracteristicas fisico-quimicas da molécula de
resveratrol, tem-se que o seu peso molecular é 228,24 g/mol, Log P = 3,1, possui baixa
solubilidade em &gua (0,03 mg/mL); porém apresenta solubilidade em solventes

organicos; e temperatura de decomposicao igual a 261°C (19).
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Figura 5. Estrutura quimica do Resveratrol. Fonte: Drugbank.com

Estudos in vitro sugerem que o resveratrol pode proteger contra doencas
cardiovasculares por diferentes mecanismos, como inibicdo da lipoproteina LDL,
inibicdo de plaquetas, ou aumento da vasodilatagdo. Os beneficios cardiovasculares estdao
associados ao consumo moderado de vinho e pode ser uma das explicagdes do “paradoxo
francés”, isto €, a baixa mortalidade por doencas corondrias na Francga, apesar da dieta
desregrada e intenso tabagismo(35).

Nos ultimos anos houve um aumento significativo de novos produtos contendo
resveratrol no mercado, que vao desde alimenticios, até farmacéuticos e cosméticos. 1sso
tende a aumentar considerando que a molécula de resveratrol apresenta muitas
propriedades benéficas para a salde e que a aplicacdo de novas tecnologias na producao
de formulagdes farmacéuticas e cosméticas devem sanar as caracteristicas das moléculas
que prejudicam a sua comercializacdo, como instabilidade fisico-quimica e baixa

solubilidade aquosa (36).

2.5. Oleo de semente de uva

O dbleo de semente de uva tem sido amplamente utilizado tanto na inddstria
farmacéutica para a producdo de medicamentos e cosméticos, como também na industria
alimenticia, devido ao seu valor nutricional (17). O Gleo é extraido das sementes,
geralmente a partir de um processo de prensagem a frio, método que ndo envolve
tratamento térmico e, portanto, preserva mais as propriedades farmacoldgicas dos seus

constituintes aumentando os beneficios (37,38).



Constituido por uma grande quantidade de compostos fendlicos (flavonoides,
carotendides, acidos fendlicos, e estilbenos), acidos graxos, como o &cido linoleico e
vitamina E, o 6leo de semente de uva apresenta propriedades benéficas para a pele devido
aos seus constituintes (16,39,40). Os principais efeitos citados estdo relacionados com o
resveratrol, compostos fendlicos, &cido linoleico, fitoesterois e vitamina E (16).

Os compostos fendlicos na composicdo do Oleo apresentam grande potencial
antioxidativo, relacionado a remocao de radicais livres que influenciam na sinalizagdo
celular, reduzindo o processo inflamatorio. O &cido linoleico, acido graxo mais abundante
na composicao do 6leo (16), por sua vez, além de possuir atividade anti-inflamatoria,
apresenta potencial de hidratacdo, pela reparacdo e fortalecimento da barreira cutanea,
prevenindo contra a acdo de agentes externos e impedindo a desidratacdo — promovendo
a hidratacédo pela reducdo da perda de agua pela barreira cutanea (16,39).

A vitamina E, também conhecida como tocoferol, é também um antioxidante, que
tem acdo anti-inflamatdria e poder rejuvenescedor por atuar na inibicdo da enzima que
destroi o colageno, a colagenase (41). O resveratrol, ja citado anteriormente nesse estudo
e classificado como um polifenol natural, também faz parte da composi¢do do 6leo e é
capaz de reduzir a resposta inflamatoria pela inibicdo do acido araquidonico (42) .

Tendo em vista que a atividade bioldgica esperada depende da capacidade da
formulacéo sintetizada com 06leo de semente de uva em atravessar a barreira cutanea, o
6leo se mostra como uma interessante alternativa para tratar problemas de pele, devido

ao seu grande potencial antioxidante, anti-inflamatorio e hidratante.

2.6. Nanotecnologia

A nanotecnologia se dedica ao desenvolvimento de sistemas em escala
nanomeétrica a partir de diferentes tipos de materiais e com as mais variadas aplicaces.
Uma dessas aplicacfes é a obtencdo de novos medicamentos. Sistemas farmacéuticos
concebidos em escala nanométrica possibilitam a liberacdo direcionada de farmacos,
aumento de estabilidade, melhor absorcdo e, como consequéncia, biodisponibilidade
aumentada que normalmente reflete em reducéo de doses, mais seguranca e melhora da
resposta terapéutica (14,22,43).

Entre os diversos sistemas nanotecnoldgicos, as nano e microemulsdes

compreendem dispersdes coloidais estaveis de dois liquidos imisciveis entre si,
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geralmente agua e 0Oleo, estabilizadas por agente tensoativo normalmente auxiliado por
um cotensoativo (44).

As microemulsdes, cujo definicdo foi proposta em 1943 por Hoar e Shulman (45)
especificamente, ao contrario das emulsbes convencionais, sdo sistemas
termodinamicamente estaveis de formacdo espontdnea. S&o sistemas isotropicos,
transparente, formados pela dispersdo de agua e 6leo e um sistema tensoativo em
propor¢des bem estabelecidas. O tamanho das goticulas da fase interna de uma
microemulsdo é compreendido entre 20 e 200 nm (14,22). As microemulsdes podem ser
classificadas como: 6leo em agua — O/A, quando as goticulas de dgua estdo dispersas em
fase aquosa; agua em 6leo — A/O, quando ocorre o0 inverso, em que as goticulas de agua
estdo dispersas em fase oleosa continua; ou sistema bicontinuo, que seria um estado de

transicdo entre os dois estados anteriores (14) (Figura 6).

Oleo em agua Sistema bicontinuo Agua em Oleo
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Figura 6. Representacdo do tipo de sistemas microemulsionados. Criado com BioRender.

O desenvolvimento de uma nanoformulacdo é possivel por dois métodos distintos,
de alta e baixa energia de emulsificacdo. Quando desenvolvida pelo método de alta
energia, utilizam-se equipamentos mecanicos que sejam capazes de produzir intensas
perturbacBes fisicas, como por exemplo, agitadores de alto cisalhamento,
homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores e geradores de ultrassom. Quanto
maior a forcga utilizada durante o processo de producéo, espera-se menor o tamanho de
goticula (14,22).

No método de alta energia hd uma perturbagéo intensa e um fluxo de cisalhamento
que mistura as fases oleosa e aquosa sob alta pressao. Na técnica de microfluidizacéo, a
emulsificagdo ocorre através da colisdo de correntes de dois fluidos que s&o imisciveis, e
se deslocam em um microcanal sob alta presséo; e é submetida a varias passagens pelo

equipamento para garantir uma uniformidade de tamanho (20).
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O gerador de ultrassom, também chamado de ultrassom de ponta ou sonicador de
ponta, € 0 método que necessita de menos energia, pois depende de ondas sonoras. O
equipamento produz ondas ultrassénicas que produzem bolhas de cavitagdo que crescem
continuamente até implodirem. Essa implosdo gera o colapso das bolhas, que sdo
causadas pelas flutuagdes de pressdo da onda ultrassonica, reduzindo o seu tamanho (46).

Vale ressaltar que assim como as nanoemulsées, as microemulsdes sdo dispersdes
coloidais produzidas a partir de uma proporcdo de agua, 6leo e sistema tensoativo.
Entretanto, as microemulsfes sao sistemas termodinamicamente estaveis e podem ser
formadas espontaneamente, sem a necessidade de qualquer energia externa, como 0s
métodos citados anteriormente. Ja as nanoemulsfes sempre requerem a aplicacdo de
alguma energia externa para a conversdo dos componentes isolados em uma dispersao
coloidal, por serem sistemas termodinamicamente instaveis (14,47,48). A forma como a
energia externa € aplicada para formar uma nanoemulsdo pode variar, dependendo do
método de preparacdo utilizado (47).

Em contraste aos métodos que utilizam alta energia, tem-se o desenvolvimento de
microemulsdes que se utilizam de baixa energia de emulsificacdo. S&o subdivididos em
emulsificacdo espontanea (EI) e inversao de fases por temperatura (IFT). A emulsificacdo
espontanea envolve a mistura de um agente tensoativo lipofilico com a fase oleosa do
sistema, um agente tensoativo hidrofilico com a fase aquosa. Nessa sequéncia, a fase
oleosa é adicionada a fase aquosa sob agitacdo magnética constante e o sistema é
prontamente formado (49,50).

Para 0 método de inversao de fases por temperatura, as microemuls@es se formam
explorando alteracbes na solubilidade do tensoativo em resposta a flutuacdo da
temperatura ou composicdo da formulacdo. Pode ocorrer de duas maneiras: (A) inverséo
de transicdo induzida por mudancas que afetam o equilibrio hidrofilo-lipofilico (EHL),
temperatura ou concentracdo de eletrolitos e (B) inversdo catastrofica, em que é induzido
0 aumento do volume da fase dispersa (51,52).

Dependendo do sistema e composicdo, varios tamanhos de goticulas podem ser
desenvolvidos para os métodos que envolvam alta ou baixa energia de emulsificacdo.
Quanto ao tipo de microemulsdo formada, ha grande influéncia das propriedades fisicas
e quimicas do tensoativo e cotensoativo selecionados, que sédo traduzidas pelo seu valor
EHL (14,20).
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O sistema EHL é uma forma de classificar a predominancia das porgdes
hidrofilicas e lipofilicas sobre a acdo de um tensoativo. Por esse método, atribui-se um
valor EHL a um tensoativo com base em sua polaridade. Materiais altamente polares ou
hidrofilicos apresentam valores mais elevados do que os menos polares e mais lipofilicos.
Tensoativos com valores de 3 — 6 sdo altamente lipofilicos e usados com maior
predominancia para formar microemulsées A/O e os com valores de 8 — 18 sdo mais
hidrofilicos com predominancia de formacdo de microemulsdes O/A (20). Cabe enfatizar
que a capacidade de formacédo de uma ME O/A ou A/O ndo depende somente do EHL do
tensoativo, mas também de fatores como temperatura do meio e presenga de cotensoativo
(20).

Uma tarefa dificil é a distin¢do entre esses dois tipos de dispersdes coloidais, nano
e microemulsédo, simplesmente analisando o sistema visualmente, medindo a distribuicéo
de didmetro de goticula ou com base nos métodos usados para produzi-las (47). O método
de emulsificacdo espontanea, por exemplo é uma dispersdo coloidal visualmente
transparente, formada a partir da mistura de tensoativo e 6leo adicionada a uma solucgéo
de 4gua sob agitacdo. As dispersdes formadas por essa abordagem podem ser tanto do
tipo microemulsdo como nanoemulsdo, dependendo da razdo tensoativo, nesse caso
chamado de surfactante para 6leo (SOR): em que o SOR mais alto, a microemulsdo é
formada, em contrapartida, 0 SOR mais baixo, o resultado é a nanoemulséo (47,53). Para
esse estudo, como base no método de desenvolvimento, na andlise éptica do sistema de
dispersdo coloidal gerado e na distribuicdo de didmetro de goticula, foram formadas
microemulsdes, como proposto pelo objetivo.

O aumento do uso de microemulsGes se da por fatores que sdo: excelente
capacidade para solubilizar substéncias, 0 aumento da estabilidade e biodisponibilidade
de farmaco destinado para as diversas maneiras de administracdo, aumento da entrega,
penetracdo do farmaco em seu alvo devido ao pequeno tamanho de goticula, facil
manipulacdo, uma vez que possui baixa viscosidade, além de serem termodinamicamente

estaveis e, portanto, geram produtos com maior prazo de validade (14,20).

13



2.7. Diagramas de fases pseudoternarios

Quando se propde desenvolver um sistema microemulsionado, uma das melhores
alternativas para planejamento e desenvolvimento é o uso do diagrama de fases ternério.
Ele ilustra o equilibrio de varias fases com todas as combinagdes possiveis de trés
componentes (fase oleosa, fase aquosa e tensoativo) a uma temperatura e pressao
constantes (Figura 7) (54,55). O diagrama de fases desenvolvido para esse estudo é
caracterizado por ser pseudoternério, em que 0s componentes tensoativos que atuam
como emulsificantes sdo agrupados. Logo, nos vértices do digrama foram empregadas: a
mistura tensoativo-cotensoativo, como um componente, fase aquosa e oleosa (56). A
proporcao de tensoativo-cotensoativo utilizada foi previamente estabelecida conforme
com o EHL requerido de emulsificagdo para o tensoativo e cotensoativo.

A construcdo do diagrama de fases elucida interagcbes que ocorrem quando
diferentes proporgdes dos componentes de uma mistura sdo incorporadas. A formagéo de
uma microemulsdo é influenciada por uma variedade de fatores, incluindo a propor¢éo de
seus constituintes, composicdo quimica das substancias desenvolvidas, bem como
pressdo e temperatura (23).

Na construcdo do diagrama de fases, € possivel identificar regiGes que
correspondam a propor¢éo entre os componentes em que sdo formadas microemulsdes do
tipo O/A, bicontinua e A/O. Esse estudo planejado permite prever qual o tipo de
microemulsdo sera desenvolvida a partir da selecdo dos constituintes e proporcdes de cada
um (14,22).
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Figura 7. Representacdo do diagrama de fase pseudoternario e as suas regies de formacdo. Adaptado de
(22)

O diagrama de fases pseudoternario representa diretamente um sistema formado
por trés componentes, podendo ser A&gua, Oleo, tensoativo-cotensoativo. Sua
representacdo e feita com base em um diagrama triangular, em que cada constituinte
ocupa um veértice do tridngulo, como ilustra a Figura 7. Para a interpretacdo do diagrama
representado por um triangulo equilatero, vale ressaltar que cada vértice representa de 0
a 100% de cada componente e a distancia de um ponto a um dos lados representa a
porcentagem do componente indicado no vértice oposta este lado, e a soma das
porcentagens indicadas dos componentes serdo sempre iguais a 100%, formando uma
estrutura que pode incluir microemulsdo do tipo 6éleo em &gua ou agua em oleo,

dependendo da concentracdo dos componentes (48)
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3.0BJETIVOS

3.1. Geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar microemulsdes

contendo 6leo de semente de uva enriquecido com resveratrol como alternativa

terapéutica topica segura e eficaz para o tratamento da rosécea.

3.2. Especificos

Validar método analitico seletivo, preciso e exato para quantificagao do
resveratrol extraido das camadas da pele nos experimentos de permeagdo cutanea;
Verificar a compatibilidade entre resveratrol € os componentes utilizados para o
preparo das microemulsoes;

Desenvolver microemulsdes com o6leo de semente de uva enriquecida com
resveratrol;

Caracterizar fisico-quimicamente as microemulsdes selecionadas para estudo;
Avaliar comportamento reologico e estabilidade das microemulsoes;

Avaliar in vitro a penetracdo/permeacdo cutanea do resveratrol a partir das
microemulsoes;

Estudar in vitro a seguranca das microemulsdes desenvolvidas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

O resveratrol (> 99%) foi obtido da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Os
solventes utilizados nas andlises cromatogréaficas (acetonitrila e metanol) foram obtidos
daJ. T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA) e o acido fosforico grau cromatografico foi obtido
da Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). Para o preparo das microemulsdes, o 6leo de
semente de uva foi obtido da Mundo dos Oleos (Brasilia, Brasil), o polissobarto 80
(Tween 80) e monoleato de sorbitano (Span 80) foram obtidos da Dinédmica
Contemporanea Ltda. (So Paulo, Brasil) e Supelco (S&o Paulo, Brasil), respectivamente.
Para o preparo do tampéao foram adquiridos o fosfato de sodio nas formas monobasica e
dibasica (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), cloreto de sddio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil)
e hidroxido de sédio (Dinamica Contemporanea Ltda. Sdo Paulo, Brasil). Fitas Scotch
Book Tape no. 845 (3M, St. Paul, MN, EUA) foram utilizadas no procedimento de tape
stripping. Os ovos de galinha utilizados nos estudos de irritacdo (HET-CAM) foram
cedidos pela Avifran (Planaltina, Brasil). Filtros de nylon pré-limpos, de diametro 25 mm
e poro 0,45 um, hidrofobicos e hidrofilicos, foram comprados da Analitica (Sao Paulo,

Brasil). Todas as analises foram realizadas com agua tipo Milli-Q (Millipore, Franga).

4.2 Obtencio e preparo da pele de porco

Para o teste de permeacéo cutanea foram utilizadas orelhas de suinos cedidas pelo
Frigorifico Nippobras (Formosa, Goias, Brasil) ou adquiridas no Frigorifico Sabugi
(Planaltina, Distrito Federal, Brasil). As orelhas dos suinos utilizadas nos estudos foram
coletadas logo apds o abate do animal, antes do processo de escalda, e transportadas sob
refrigeracdo para o laboratdrio. Apés lavagem em agua corrente, a pele foi removida da
regido externa da orelha com auxilio de bisturi e separada de sua camada adiposa com o
auxilio de tesoura (Figura 8). A pele foi cortada entdo em fragmentos circulares de
aproximadamente 2cm? de didametro e armazenada a -4°C por periodo de até dois meses

antes do uso.
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Figura 8. Representacdo do processo de remocéo e limpeza da pele da orelha de suino.

O processo de remocdo e limpeza da pele da orelha do suino comeca com a fixagédo da
orelha em suporte com o auxilio de alfinetes (Figura 8A). Com a orelha bem fixada
levanta-se a pele com o auxilio de bisturi, de forma que a pele va se separando da orelha
(Figura 8B). Com a pele inteira removida da regido externa da orelha (Figura 8C), é
removida a camada adiposa, muscular e vasos sanguineos com o auxilio de tesoura
(Figura 8D).

4.3. Desenvolvimento e validacao do método analitico

Para desenvolvimento do método analitico cromatogréfico, primeiramente foi
feito um levantamento bibliogréafico utilizando os bancos de dados Google Scholar,
Pubmed, Scielo e Scopus. Os termos utilizados, para a pesquisa, foram “development
analytics resveratrol”, “resveratrol and HPLC” ¢ “resveratrol and valitated HPLC
method”. Dos resultados obtidos do levantamento bibliografico, foi realizada uma sele¢ao
dos estudos que tinham como objetivo validacdo de método. Foram escolhidos os
métodos que consistiam no uso de coluna de fase reversa Cis (250 mm x 4.6 mm, 5 um).
Para a fase mdvel, optou-se pelos métodos isocraticos descritos por Vivero-Lopez e

Lopes e seus colaboradores usando proporg¢des de acetonitrila e &cido fosforico a 0,01 —
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0,02 mol/L, com temperatura de forno de 30 — 50°C, volume de elui¢do de 10 uL e
comprimento de onda a 310 — 320 nm (34,35)

As andlises cromatograficas foram realizadas usando equipamento de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) modelo Shimadzu LC 20-AD,
equipado com detector de arranjo de diodos (SPD-20A), bomba (LC-20D),
desgaseificador (DGU-20A3), injetor automatico (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo
CTO-20AS). A adaptacdo do método resultou na selecdo de fase estacionaria, em que foi
utilizada coluna de fase reversa Discovery Cis (Supelco 250 mm x 4.6 mm, 5 um). A fase
movel utilizada foi composta por acido fosforico a 0,01mol/L e acetonitrila em uma
proporcao de 70:30 (v/v). Ap6s a mistura dos componentes, a fase maével foi filtrada em
membrana de nylon de 0,45 um, em sistema de filtragdo a vacuo, e desgaseificados em
banho de ultrassom por 10 min. O volume de injecao das amostras foi de 20 uL., com o
forno aquecido na temperatura de 30°C e eluicdo a 0.8 mL/min. A detecgdo e
quantificacdo foram realizadas com o comprimento de onda a 310 nm.

O método analitico padronizado foi validado conforme as diretrizes estabelecidas
pela RDC N° 166, DE 24 julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) e de acordo com as diretrizes preconizadas pelo International Conference on
Harmonisation — ICH, em termos de especificidade/seletividade considerando 0s
interferentes da pele, linearidade, precisdo, exatiddo e limites de deteccdo e quantificacéo
(57,58).

4.3.1 Padronizacio do processo de extra¢ao de ativo da pele

Inicialmente, a técnica de tape-stripping (Figura 9) foi aplicada com o intuito de
separar as fracOes da pele, ou seja, 0 estrato corneo da pele remanescente, que corresponde
a epiderme viavel e derme (59). Para isso, fragmentos de pele de suinos (2 cm?) foram
fixados com o auxilio de alfinetes em suporte de isopor, com o estrato corneo voltado
para cima. Com a aplicacdo de 15 pedacos de fita adesiva sob a pele de suino, o estrato
cdérneo foi completamente removido. As fitas foram colocadas conjuntamente em frasco.
A pele remanescente foi cortada em pequenos pedacos com o auxilio de tesoura,
acondicionados em segundo frasco.

A cada frasco de vidro contendo as camadas da pele foram adicionados 250 pL de
solucdo metandlica de resveratrol (25 ug/mL). Os frascos foram deixados abertos em

capela de exaustdo para a completa evaporacédo do solvente organico.
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Apos, foram aplicados dois diferentes protocolos de extracdo do ativo: 5 mL de
metanol foram adicionados a cada frasco, que foram tampados, uma das amostras deixada
em repouso por 24 h sem agitacdo, e a outra mantida sob agitacdo moderada durante o
mesmo periodo. Em seguida, as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pum e
levadas para observacdo seguindo o metodo CLAE para analise do conteudo de

resveratrol.

Figura 9. Representacdo da técnica de tape-stripping e métodos de extracdo testados para a recuperagao
do resveratrol das camadas da pele. A — Depois da limpeza da pele, separacdo das camadas, estrato corneo
e pele remanescente; B — Adicdo da solucdo metandlica de resveratrol aos frascos com as camadas da pele
separadas; C — Frascos ap0s adicdo da solugdo de resveratrol aguardando a total evaporagéo do solvente; D
— Adicdo de 5 mL de solvente para a extracdo. E — Amostras em repouso; F — amostras sob constante
agitacdo para avaliacdo do método extrator para a recuperacéo do ativo; G e H — Término do periodo de
24h dos métodos de repouso e agitacdo, amostras filtradas com membrana de 0,45um; | — amostras
acondicionadas em vials de vidro ambar; J — analise das amostras. Fonte: Autoria propria, criado com

BioRender.
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4.3.2. Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método, foram analisadas amostras de estrato
corneo e pele remanescente, utilizando o metanol como solvente para a extracdo dos
interferentes a partir das matrizes biologicas, obtidas de forma semelhante ao descrito no
item anterior. As amostras foram contaminadas ou ndo com o resveratrol (57,58). Os
cromatogramas obtidos da analise dos extratos de pele na presenca ou auséncia de ativo
foram comparados entre si e ao cromatograma do ativo sem a presenca dos interferentes
da pele, de modo a se verificar a capacidade do método de quantificar e distinguir o ativo

dos interferentes da pele.

4.3.3. Linearidade

Trés solugdes-estoque independentes de resveratrol a 100 pg/mL em metanol
foram preparadas. Aliquotas dessas solucGes foram diluidas em metanol para obter uma
curva de calibragéo na faixa de concentracdo de 1 pg/mL a 20 pg/mL (1, 5, 10, 15 e 20
ug/mL). As aliquotas foram preparadas em triplicata para cada concentracao, filtradas em
filtro de nylon de membrana de porosidade 0,45 um e analisadas por CLAE segundo o
método analitico padronizado.

Os dados obtidos foram plotados em gréaficos, relacionando a concentracdo do
resveratrol com a area do pico fornecida pelo equipamento, seguidos da analise estatistica
dos dados, utilizando o método de regressao linear, que fornece uma reta no formato y =
(a)x + (b), em que (a) corresponde ao coeficiente angular e (b) ao coeficiente linear. Dessa
forma, a linearidade foi determinada usando o coeficiente de correlacéo linear (r), em que
o valor minimo aceitavel foi igual ou superior a 0,99 (57)

Também foi testado o efeito matriz que os contaminantes poderiam gerar sobre as
respostas analiticas, sendo determinado pela comparagdo entre os coeficientes angulares
das curvas de calibracéo construidas com o ativo em metanol e com o ativo em metanol
contaminado com interferentes do estrato corneo e da pele remanescente (57,60), obtidos
de acordo com o procedimento descrito no item 4.3.1. De acordo com a RDC n° 166 24
de julho de 2017, o paralelismo das retas indica auséncia de interferéncia dos
componentes da matriz. A Equacdo 1 (57,58) descrita a seguir foi utilizada para
determinar a significancia do efeito (%):

Smatrix—Ssolvente

Ef = Ssolvente x 100 (Equag:ﬁo 1)
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em que: Smatriz ¢ o coeficiente angular da curva de calibracdo do analito na matriz, e

Ssolvente ¢é o coeficiente angular da curva de calibracdo do analito em metanol.

4.3.4. Precisiao

A precisdo, que avalia a proximidade entres os resultados obtidos em mdltiplas
analises seguindo o método (57), foi determinada pela repetibilidade instrumental,
utilizando a mesma amostra na concentracdo de 10 pg/mL para o ativo em seis analises
realizadas de forma independente. Foi analisada também a repetibilidade do método em
dois dias diferentes com dois analistas diferentes. Ap6s a analise das amostras, as
concentracgdes de resveratrol foram determinadas e os coeficientes de variacdo (CV), que

determina a precisao, foram calculados por meio da seguinte Equacéo 2 (57,58):

CV% = (Desvio Padrao/Concentragao Média) x 100 (Equagao 2)

em que: CV% = coeficiente de variagdo; Desvio Padrao = estimativa do desvio padrao da
média; Concentragao Média = média das medidas, em triplicata, para cada concentragao

analisada.

4.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada a partir da porcentagem de resveratrol
recuperado do estrato corneo e da pele remanescente usando o método de extracdo
estabelecido. Os ensaios foram conduzidos com trés concentracdes diferentes (5, 10 e 15
pg/mL), em triplicata para cada concentragao.

Para obtencdo das amostras que foram analisadas, fragmentos da pele suina foram
separados usando a técnica de tape stripping, conforme descricdo prévia (item 4.3.2).
Uma solucdo metandlica de resveratrol foi aplicada em cada amostra e apds o solvente
ter evaporado por completo, foram adicionados 5 mL de metanol em cada amostra de
estrato corneo e pele e deixados sob agitacdo a 300 rpm por 24 h. Apds, as amostras foram
filtradas em filtro de nylon de membrana de 0,45 um e adicionadas em frascos para
analise cromatogréfica.

No CLAE foi utilizada a metodologia citada acima e a exatiddo foi relatada como
a porcentagem de resveratrol recuperado em cada camada da pele em relagcdo a

concentracdo de ativo inicialmente adicionada.

4.3.6. Limites de detec¢io e quantificacio
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O limite de deteccdo — LD, que corresponde a menor quantidade de analito em
amostra que pode ser detectada, pode ser estimado baseando-se nos parametros da curva
analitica, usando o desvio padrdo na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base (57)
conforme a Equacéo 3(57,58):

_33xDP
Ic

LD (Equacao 3)

em que: LD = Limite de deteccdo; DP = Desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y
de, no minimo, 3 curvas de calibra¢do construidas contendo concentra¢des da substancia
proximas ao suposto limite de quantificacdo; IC = Inclinacéo da curva de calibracéo.

O limite de quantificacdo — LQ tedrico, que corresponde a menor quantidade do
analito em amostra que pode ser determinada com preciséo e exatidao aceitaveis (57) foi

estimado com base na Equagéo 4 (57,58):

LQ = % (Equacéo 4)
em que: LQ = Limite de quantificagado; DP = Desvio padrao do intercepto com o eixo do
Y de, no minimo, 3 curvas de calibragao construidas contendo concentragoes da
substancia proximas ao suposto limite de quantificagao; IC = inclinagao da curva de
calibragao.

Apb6s a determinacdo dos limites teodricos, foram preparadas amostras de
concentracdo decrescentes de resveratrol (concentraces abaixo da menor concentracao
da curva analitica: 0,50, 0,40, 0,30, 0,20, 0,10, 0,08, 0,05 e 0,02 pg/mL) com o intuito de
verificar o menor valor quantificado com precisdo e exatidao aceitaveis, confirmando o

valor teorico calculado de LQ.

4.4. Solubilidade

O ensaio de solubilidade do resveratrol foi realizado em temperatura ambiente,
adicionando-se uma quantidade em excesso de resveratrol, para garantir a saturacdo, em
frascos compreendendo 1 mL dos seguintes meios: dgua e tampao fosfato 0,01 mol/L pH
7,4, contendo 0, 1, 2,5 e 5% de polissorbato 80 (Tween 80), polissorbato 80 (Tween 80)
isolado, monoleato de sorbitano 80 (Span 80) isolado e éleo de semente de uva isolado.

O ensaio foi realizado em triplicata para cada meio testado.
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Os frascos foram fechados e deixados sob agitacdo magnética a 300 rpm por 24
h. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 2150 x g por 30 min para a
sedimentag&o do excesso de resveratrol. O sobrenadante foi filtrado e a solugdo obtida foi

levada para quantificacdo no CLAE, seguindo o método analitico validado.

4.5. Estudos de compatibilidade

Os estudos de compatibilidade foram realizados por meio da analise térmica do
ativo individualmente, e da mistura fisica do ativo junto dos componentes da
microemulsdo em proporcdes equimassa, como descrito na Tabela 1, a seguir. As
amostras foram submetidas aos estudos de compatibilidade utilizando-se as técnicas de
analise termogravimétrica e de calorimetria de varredura diferencial. A composicédo
selecionada para as misturas foram calculas com o objetivo de maximizar o surgimento

de possiveis incompatibilidades (61)

Tabela 1. Sumario da composicdo das misturas fisicas do ativo e dos excipientes para verificacdo da

compatibilidade quimica da formulagéo.

COMPOSICAO (% p/p)

MISTURAS .
Resveratrol  Span 80 Tween 80  Oleo de semente de uva
M1 50 50 - -
M2 50 - 50 -
M3 50 - - 50
M4 50 16,67 16,67 16,67

As anéalises termogravimétricas (TGA) foram realizadas usando o DTG-60H
(Shimadzu, Japao). As amostras foram pesadas (3 — 5 mg) em pans de platina em
atmosfera de nitrogénio com vazao de 50 mL/min e velocidade de aquecimento de 10
°C/min no intervalo entre 25 e 500 °C. Todas as medicGes térmicas foram realizadas
usando o software TA-60 Shimadzu.

As analises de calorimetria de varredura diferencial (DSC) foram realizadas em
DSC-60 (Shimadzu, Tokyo, Japan), em pans de aluminio, sob atmosfera controlada de
nitrogénio com vazao de 20 mL/min. As amostras de aproximadamente 3 mg foram

analisadas sob a taxa de aquecimento de 10 °C/min de 30° até a maxima de 280 °C.

4.6. Obtenciao das microemulsoes
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4.6.1. Método do ponto de inversao de fases

Para o desenvolvimento da microemulsdo O/A foi utilizado o método do ponto de
inversdo de fases (EIP). Primeiramente, certa quantidade de fase oleosa (contendo as
devidas proporc¢des de tensoativo e cotensoativo) enriquecida com o ativo foi agitada
mecanicamente por 15 min (300 rpm) a temperatura igual a 50 + 5°C. A quantidade
estabelecida de fase aquosa (a4gua ultrapura), levemente aquecida, foi entdo adicionada
por meio de gotejamento a fase oleosa e deixada em agitacdo mecanica (300 rpm) por
mais 20 min. ApGs esse periodo, a dispersdo foi submetida a agitacdo utilizando o
ultrassonificador por 15 min (10 s ligado e 5 s desligado em amplitude de 20%), com o
objetivo de acelerar o processo de homogeneizacdo e estabilizacdo da formulacdo. Em

seguida, o sistema foi centrifugado e analisado (Figura 10).

Figura 10. Representagdo esquematica do processo de obtencéo das microemulsdes pela técnica do ponto
de inversdo de fases. A — Pesagem dos componentes da microemulsdo, fase oleosa e fase aquosa; B —
aquecimento da fase aquosa e agitagdo (300 rpm) da fase oleosa para solubilizacdo do tensoativo e
cotensoativo; C —adicdo da fase aquosa sob a oleosa; D —agitacéo das fases aquosa e oleosa proporcionando
a formacdao de um sistema homogéneo; E — Agitacdo usando o sonicador; F — Centrifugaco para avaliar a

amostra desenvolvida; G — representacdo da amostra pronta. Fonte: Autoria prépria, criado com BioRender.

A quantidade de ativo selecionada para incorporacdo nas microemulsdes foi igual
a 0,5 mg/mL e foi incorporada na fase oleosa durante o preparo das microemulsdes. Para

isso, 0 ativo foi disperso no 6leo de semente de uva e o sistema foi mantido em agitacao
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a 300 rpm durante 20 min, em temperatura ambiente para completa dissolucéo. O valor
obtido para o enriquecimento da formulacéo foi obtido com base no teste de solubilidade

em Oleo.
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4.6.2. Construcao do diagrama de fases

O diagrama de fases pseudoternario foi construido, misturando os tensoativo
(Tween 80 e Span 80), o 6leo de semente de uva e a &gua ultrapura. Esse método permitiu
identificar em quais faixas de concentracdo ha formacao de microemulséo.

Foram testadas diferentes concentracdes dos componentes da formulacgéo: 6leo de
semente de uva, Tween 80, Span 80 e 4gua ultrapura seguindo-se a metodologia descrita
no item anterior (4.6.1). O diagrama de fases pseudoternario foi entdo construido com o
auxilio do software Origin Pro® 8.0 (Origin Lab Corporation, EUA) em que 0s sistemas
foram classificados quanto a aparéncia, como microemulsdo, formulacdo turva,

formulacéo leitosa e separacao de fases.

4.6.3. Selecao das microemulsodes

Com a construcdo do diagrama, foi possivel identificar a a&rea em que se obteve
sistemas classificados como microemulséo. Para os ensaios, foram selecionadas duas
formulages, que se caracterizaram pelas maiores proporcdes da fase aquosa e menores
concentragdes de tensoativos, mantendo-se a concentracéo de fase oleosa entre 10 e 15%,

para garantir a incorporacdo de concentracdo apropriada de resveratrol nesta fase.
4.7. Caracterizacio das microemulsoes

4.7.1. Diametro das goticulas de PDI

O diametro hidrodindmico médio e o PDI das goticulas das microemulsGes
selecionadas foram determinados pelo espalhamento da luz dindmica utilizando o
equipamento Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino Unido). A
diluicdo utilizada para preparo das amostras foi produzida adicionando-se 100 pL de cada

amostra preparada a 900 pL de agua ultrapura e levada para anélise.

4.7.2. Potencial Zeta

O potencial zeta foi analisado pela verificagdo da mobilidade eletroforética
utilizando o equipamento Zetasizer Nano (NANO ZS90, Malvern, Worcestershire, Reino
Unido). A diluig&o utilizada para preparo das amostras foi produzida adicionando-se 100

pL de cada amostra preparada a 900 pL de agua ultrapura e levada para anélise.
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4.7.3. pH

Os valores de pH das microemulsdes foram medidos pela imersdo direta do
eletrodo nas amostras ndo diluidas. O eletrodo esteve conectado a potencidmetro digital
(Digimed, modelo DM-22) devidamente calibrado com solucbes tampao pH 4,00 e 7,00

a temperatura de 25°C. As andlises foram realizadas em triplicata para cada formulacéo.

4.7.4. Morfologia

A anélise morfoldgica das microemulsdes selecionadas foi feita por microscopia
eletronica de transmissdo (MET), utilizando equipamento modelo JEM 1011 (JEOL,
Téquio, Japdo), instalado no Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia
da Universidade de Brasilia. As microemulsdes foram diluidas em agua (1:1000 v/v) e
depositadas em grade de cobre revestida com “formvar” (Electron Microscopy Sciences,
PA, EUA). Apos secagem por aproximadamente 3 min em temperatura ambiente, 3 puL
de solucéo de acetato de uranila a 0,5% (p/v) foi adicionada sob a grade e submetida a
secagem por mais 3 min. Ao final desse tempo, o excesso de liquido foi removido com
papel filtro (Figura 11). As imagens foram capturadas, em magnitude de aumento de até
30.000 vezes, com camera GATAN BioSacan (modelo 820, GATAN, PA, EUA),
utilizando o software Digital Micrograph 3.7.5 (GATAN, PA, EUA).
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MICROEMULSAO '

Figura 11. Representagdo da montagem do grid para analise no MET. Criado com BioRender.

4.8. Estudo reolégico das microemulsoes

A medicdo reoldgica das amostras foi realizada usando redmetro Discovery HR-
2 (TA Instruments, Delaware, DE, EUA) acoplado a cone de 50 mm de didmetro e placa
de &ngulo de 1 grau com espaco de 50 um entre os dois. As medi¢des foram realizadas
em triplicata para cada microemulséo. Para a analise, as amostras foram cuidadosamente
aplicadas a placa inferior do redmetro, garantindo que o cisalhameto da formulacéo fosse
minimizado. Todos os procedimentos foram estabilizados em equilibrio térmico por 60 s

antes das analises.

4.9. Estudo de estabilidade

As microemulsdes O/A enriquecidas com resveratrol foram avaliadas nas
temperaturas 4 +2°C e 25 + 2°C (temperatura geladeira e ambiente) em relacdo aos
parametros de separagdo de fase, ou precipitacdo apos a centrifugacéo a 2150 x g por 30
min, coloragdo da microemulsdo e viscosidade. As analises ocorreram no tempo 0, 7, 15,
30 e 60 dias.
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4.10. Avaliagao in vitro de permeacio cutinea do resveratrol

Os estudos de permeacdo in vitro foram realizados em células de difusédo verticais
com éarea de difuséo de 1,55 cm? acopladas ao sistema Phoenix®DB-6 (Teledyne Hanson
Inc., Chatsworth, CA, EUA) (Figura 12 e 13). As células foram montadas com as peles
de orelha suina com o estrato corneo voltado para cima. O compartimento receptor foi
preenchido com 15 mL de solucéo tampéo fosfato pH 7,4 e o compartimento doador foi
preenchido com 500 pL das microemulsdes analisadas ou da formulagdo controle
(solucéo de agua, Tween 80 a 2,5% e resveratrol a 0,5 mg/mL). Apoés a aplicacdo das
formulagBes, as células foram mantidas em condiges de temperatura a 37+£1°C, sob
agitacdo magnetica a 300 rpm por um periodo de 24 h. Este ensaio foi realizado em

sextuplicata para cada formulacéo.

— Tampa da célula

. Tampa
Compartimento doador @
Anel de vedagdo
; > Brago de amostragem

——> Compartimento receptor

—— Misturador mecénico

Figura 12. Representacdo da célula de difusdo do tipo PhoenixTM. Fonte: Autoria prdpria, criado com

BioRender.
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Figura 13. Representacdo do equipamento Hanson utilizado nas permeagdes cutaneas. A — Equipamento e
suas células em atividade; B — Célula de difusdo com a pele inserida ap6s o tempo de ensaio; C — pele apés

0 ensaio com as formulagoes.

Ao final do experimento, uma aliquota do meio receptor foi retirada e levada para
quantificacdo por CLAE. A pele foi removida da célula de difuséo e colocada em posicéo
inclinada para retirada do excesso de formulacdo com aplicacdo de agua ultrapura por um
periodo de 10 s. Em seguida, a pele foi seca e fixada em uma superficie plana higienizada
com o estrato corneo voltado para cima. Foi aplicada a técnica de tape stripping para
separagdo do estrato corneo. Posteriormente, a pele foi cortada em pedagos menores com
0 auxilio de tesoura. As fitas adesivas contendo o estrato corneo e os fragmentos da pele
remanescente foram adicionados a recipientes de vidro &mbar contendo 5 mL de metanol,

que foram deixados sob agitacdo a 300 rpm por 24 h. As amostras foram entéo filtradas
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em membranas de 0,45 um e a quantidade de resveratrol recuperada da pele foi
quantificada seguido o método por CLAE, como descrito anteriormente.
Os resultados foram expressos em quantidade de resveratrol que permeou ou

penetrou a pele por unidade de area (ug/cm?).

4.11. Avaliaciao in vitro do potencial irritativo

O grau de irritacdo das microemulsdes desenvolvidas foi avaliado utilizando o
ensaio em membrana coério-alantoide de ovos de galinha embrionados, no inglés, Hens
Egg Test-Chorion Allantoic Membrane (HET-CAM). Os ovos foram cedidos pela
empresa Avifran (Planaltina, Brasil) no 9° dia de fertilizagdo e os ensaios foram realizados
na mesma data da coleta dos ovos.

Para o ensaio, inicialmente, ovo foi colocado em suporte adaptado, de modo que
a camara de ar ficasse voltada para cima. Com o auxilio de pinca, foi retirada
cuidadosamente a casca do ovo ao redor da camara de ar, expondo assim a area de
interesse para o ensaio, que era a membrana corio-alantoide (Figura 14).

Com a membrana exposta, foram aplicados 300 pL das seguintes amostras:

- Solugao salina a 0,9% (p/v), utilizada como controle negativo;
- Solugdo de NaOH 1 mol/L, utilizada como controle positivo;
- Microemulsoes contendo resveratrol.

O tempo necessario para a ocorréncia das reacdes foi registrado em minutos, e
estdo apresentados na Tabela 2. O célculo do indice de irritabilidade foi realizado

utilizando a Equacgéo 5 (62):

I :(301—HE)x5+ (301—HP)x7+ (301-C0)x 9

300 300 300 (Equa(;é.o 5)

em que: Il = indice de irritabilidade; HE = tempo de ocorréncia de hemorragia (s); HP =
tempo de ocorréncia para hiperemia (s); e CO = tempo para ocorréncia de

coagulacao/opacidade (s).
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Tabela 2. Escala para teste de HET-CAM conforme efeitos observados ao longo de 5 min.

_ _ Escala
Efeito / Tempo (min)
0,0-0,5 05-2,0 2,0-5,0
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacao 9 7 5

Figura 14. Representagdo do suporte e aparato usando microscopio e camera de celular para registro do
ensaio HET-CAM. Na figura é possivel visualizar a membrana cério-alantoide do ovo exposta previamente

ao inicio do ensaio com as formulacdes.

A classificacdo usada para avaliar quanto ao potencial irritativo das formulagdes

no ensaio HET-CAM esta descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Classificacdo final das formulac@es analisadas considerando a pontua¢do cumulativa ao grau de
irritabilidade no HET-CAM.

Indice de irritabilidade Classificacao
0-09 Né&o Irritante (NI)
1-49 Irritante Leve (IL)
5-89 Irritante Moderado (IM)
9-21,0 Irritante Severo (1S)
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4.12. Analise estatistica dos dados

A construcdo dos cromatogramas e termogramas foi realizada com o programa
Origin Pro 8®. Para a anélise estatistica dos dados foi utilizado o programa GraphPad
Prisma® 8.0. A analise comparativa foi realizada por ANOVA. O Teste de t-Student foi
utilizado para comparar amostras dependentes e independentes. O nivel de significancia
estatistica foi aceito como p<0.05. Os experimentos foram realizados em triplicata a
sextuplicata e os resultados estdo representados como média + desvio padrdo da média.
As equacOes de reta e as regressoes lineares foram obtidas com a utilizagcdo do programa
Microsoft® Excel 2022.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Desenvolvimento e valida¢ao de método analitico

A avaliacdo do desempenho das microemulsdes desenvolvidas para aplicacédo topica foi
feita de forma analitica. Para isso, foi necessario padronizar e validar o método capaz de
identificar e quantificar adequadamente o ativo usado, separando-o0 dos interferentes
contidos na formulagdo e na matriz bioldgica, que no caso foi a pele de suinos.

O metodo padronizado teve como referéncia estudos que usaram como fase
estaciondria para separacdo do resveratrol a coluna Cis (11,40,63-67). Foram entdo
ajustados os parametros de temperatura do forno, composicao e volume de eluicdo da fase
movel, e comprimento de onda para detec¢do do ativo, conforme apresentado na Tabela
4. Dessa forma, os parametros que obtiveram 0s melhores picos cromatograficos
referentes ao resveratrol usando o método por CLAE em um tempo de retencdo de 8,6
min foram: temperatura de forno a 30°C, fase movel composta por acido fosférico a
0,01mol/L e acetonitrila a uma proporcdo de 70:30 (v/v), vazdo a 0,8 mL/min e
comprimento onda de detec¢do do ativo a 310 nm. Ressalta-se que 0 método padronizado
obteve os picos do ativo sem apresentar interferéncia das matrizes testadas (estrato corneo
e pele remanescente), em corrida fixada em 15 min. O método ent&o passou por protocolo
de validacdo, considerando sua seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e

sensibilidade (limites de deteccédo e quantificacao).
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Tabela 4. Condigdes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento do método CLAE para
quantificacdo do resveratrol.

i Tec  VOLUME i
COLUNA FASE MOVEL PRORPOCAO DE VAZAO RESULTADO
FORNO <
INJECAO

Cis(25cmx 4,6 agua acidificada _ o 0,8 Volume

mm X 5 pm) pH 3: ACN 40:60 25 20 uL mL/min morto
Cig(25cmx 4,6 agua acidificada . o 0,8

mm X 5 pm) pH 3: ACN 50:30 25 20 uL mL/min Caunda
Cis (25cmx 4,6 agua acidificada ) o 0,8

mm X 5 pm) pH 3: ACN 60:40 25 20 uL mL/min Canda
Cis (25 cmx 4,6 agua acidificada . o 0,8

mm x 5 pm) pH 3: ACN 65:35 35 20 uL mL/min Cauda
Cis(25cmx 4,6 Agua acidificada _ o 0,8 Melhor pico,

mm x 5 pm) pH 3: ACN 7030 40 20 uL mL/min  em 3 min
CIl8(25cmx 4,6 agua acidificada . o 0,8 .

mm x 5 um) pH 3: ACN 70:30 30 20 pL mL/min Melhor pico

5.1.1. Seletividade

A seletividade de um método analitico demonstra a capacidade de identificar ou
quantificar o analito de interesse, mesmo em meio a possiveis interferentes presentes na
amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz (57). Esse parametro foi
avaliado em meio aos possiveis interferentes da camada da pele (estrato cérneo e pele
remanescente) contendo o resveratrol, analito de interesse. A sobreposi¢do dos
cromatogramas referentes aos interferentes em relagéo ao ativo esté apresentada na Figura
15.
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Figura 15. Sobreposicdo dos cromatogramas das diferentes amostras para a analise da seletividade do
método analitico. RES — resveratrol; EC — estrato corneo; PR — pele remanescente. Na lateral, representacdo
da estrutura quimica da molécula do resveratrol.

O resveratrol eluiu em 8,8 min, superior ao tempo necessario para eluir os
contaminantes das camadas da pele. O método tem indicio de ser, portanto, seletivo para
a quantificacdo do resveratrol nos experimentos de permeacdo cutanea, uma vez que
nenhum pico dos contaminantes eluiu proximo ao tempo de retencédo do ativo de interesse
na coluna cromatogréfica.

Foi realizada avaliacdo das areas dos picos cromatograficos do ativo em metanol,
com o objetivo de identificar se os interferentes influenciariam o tempo de eluicdo ou area
do pico do ativo. Conforme apresentado na Tabela 5, foi possivel observar que o tempo
de eluicdo de cada um dos interferentes da pele foi diferente do tempo de eluicdo do
resveratrol. Dessa forma a area do pico do ativo ndo foi afetada mesmo em presenca dos
interferentes, estrato corneo e pele remanescente, quando analisada no comprimento de
onda a 310 nm. O solvente utilizado tanto para a extracdo do interferentes quanto para a

solucgéo do ativo foi 0 metanol.
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Tabela 5. Apresentacdo da area do pico e seu tempo de elui¢do em minutos de cada componente analisado
em CLAE. Resveratrol em metanol a 5 pg/mL; interferentes da pele remanescente (PR) e interferentes do

estrato corneo (EC) extraidos em metanol.

Tempo de eluicéo

Amostra Area do pico _
(min)
Resveratrol 1474613 8,8
Interferente PR 121670 4,7
Interferente EC 106659 4,4

5.1.2. Linearidade
A linearidade demonstra a capacidade do método de obter respostas analiticas
diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra (57). A curva

analitica para quantificacdo do resveratrol estd apresentada na Figura 16.
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Figura 16. Representacdo grafica da curva analitica, construida nas faixas de concentracdo de 1 a 20
pg/mL, obtida por CLAE para quantificacdo de RES. Equacdo da reta: y = 278855x + 96305.

O método pode ser considerado linear na faixa de concentragédo de 1 a 20 pg/mL,
intervalo que apresentou proporcionalidade entre concentracdo de resveratrol e sinal
analitico. O calculo de regressdo linear resultou na equacdo: y = 278855x + 96305. O
coeficiente de determinacédo obtido para a curva padrédo foi de 0,998 e o coeficiente de
correlacdo obtido foi de 0,999, demonstrando alta probabilidade de correlacdo, estando
de acordo com as diretrizes padronizadas tanto pela ANVISA (57) quanto pelo ICH (58).

O efeito matriz é um pardmetro que deve ser determinado durante a quantificacdo

dos compostos e avaliado durante a validacdo do método analitico (57). A interferéncia
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da matriz acontece quando substancias inerentes, no caso as camadas da pele, eluem com
0s compostos de interesse, resultando em aumento ou supressdo do sinal do analito (57).
Dessa forma, os resultados obtidos para a investigacdo mostraram que os interferentes da
pele ndo influenciaram na analise, de acordo com o grafico da Figura 17, no qual se
observa o paralelismo das retas obtidas quando as curvas foram preparadas com e sem a

presenca dos interferentes da pele.
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Figura 17. Representacdo do paralelismo apresentado pelas retas do efeito matriz e da linearidade juntos.
Efeito Matriz EC - representa o efeito matriz obtido para as amostras do estrato cérneo da pele do suino;
Efeito Matriz PR - representa o efeito matriz obtido para a pele remanescente. EC — Estrato corneo; PR —

Pele remanescente.

A Tabela 6 apresenta os resultados referentes ao calculo do efeito matriz na
solucdo metandlica contaminadas com estrato corneo e pele remanescente. Os resultados
indicaram que as matrizes ndo alteraram o sinal do RES no método analitico. E dr acordo
com as legislagOes nacional e internacional, o valor de £15% de efeito matriz ¢ aceitavel

para métodos bioanaliticos (57,58)).
Tabela 6. Célculo do efeito matriz na curva do ativo na presenga da solu¢do metanélica contaminada

com estrato corneo e pele remanescente

Matriz Efeito matriz (%0)
Estrato Cdrneo -4 81
Pele Remanescente -1,72
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5.1.3. Precisao

A precisdo de um meétodo analitico é a avaliacdo da proximidade entre o0s
resultados obtidos em anélises repetidas e independentes (57,58). A precisao foi medida
usando seis replicatas da solucdo de resveratrol a 10 pg/mL.

A repetibilidade do método foi avaliada sob as mesmas condigdes de operacéo,
mesmo analista e mesma instrumentagdo, em uma unica corrida analitica, usando a
mesma concentracdo intermediaria de 10 pg/mL (57).

Os resultados foram expressos em funcéo do coeficiente de variagcdo apresentados
na Tabela 7. O coeficiente de variacdo obtido para a precisdo intermediaria exibiu valores
abaixo de 3,6%, mesmo sob a analise de dois analistas em dias distintos. Com isso, esses
valores mostram que o valor obtido para CV estd dentro dos critérios de aceitagdo (ndo

maior que 5%), como estabelecido pelo ICH (58).

Tabela 7. Resultados dos testes de precisdo para determinacéo de resveratrol (RES). CV = coeficiente de

variacdo (%).

Concentracao
experimental CV (%) CV geral (%)
(Mg/mL)
Precisao Intermediaria
Analista 1 Dial 9,88 +0,10 1,25
Analista 2 Dia 1 9,85 + 0,06 0,71 0%
Analista 1 Dia 2 10,17 £ 0,30 3,57
Analista 2 Dia 2 9,81+ 0,30 3,03 5%
Repetibilidade do método
9,890+0,2 2,80 2,80

A repetibilidade do método foi comprovada por valores de coeficiente de variacao
abaixo de 2,80% (Tabela 7), demonstrando que o método foi capaz de se ajustar e
quantificar mesmo com variagdo entre as diferentes pesagens das amostras durante o

preparo. O valor encontra-se dentro dos critérios de aceitacdo (<5%) do ICH (58)

5.1.4. Exatidao
A exatiddo do método analitico foi obtida e avaliada em termos de recuperacao do

ativo das matrizes biologicas, ou seja, estrato corneo e pele remanescente. Quando se
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estuda um ativo, sabe-se que ele pode interagir de diferentes maneiras com o0s
interferentes da pele. A recuperacdo do ativo a partir da matriz selecionada, que no caso
deste estudo sdo estrato cdrneo e pele remanescente, tem a finalidade de verificar a
capacidade de extracdo do solvente empregado (60).

Previamente a realizagdo desse estudo, o metanol foi o solvente selecionado, com
base na literatura, a ser usado para extrair o resveratrol das camadas da pele. Quanto ao
método usado, optou-se pelo método sob agitacdo 24 h por alcancar maior extracdo do

ativo em comparacao ao método sem agitacao (Tabela 8).
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Tabela 8. Resultados do teste método de extragdo do resveratrol das camadas da pele. Concentracao tedrica

de 7,5 (ug/mL). EC — Estrato corneo; PR — pele remanescente.

Concentracao Concentracao Concentracgéao
Meétodo tedrica mensurada (ug/mL)  mensurada (ug/mL)
(ng/mL) EC PR
Sem agitagao 75 6,22 +0,98 4,77 +1,12
Com Agitagao 7.5 7,03+0,85 7,36+ 0,79

Na Tabela 9, a seguir, estdo apresentados os valores de recuperacdo do resveratrol
do estrato corneo e pele remanescente nos trés niveis de concentracdo avaliados. Para o
estrato corneo, o percentual de extracdo variou entre 88,0% e 99,5% e para a pele

remanescente, entre 81,7% e 98,5%.

Tabela 9. Valores da exatiddo/recuperacéo do RES das camadas da pele, apds 24h sob agitacéo a 300 rpm.
EC — Estrato corneo; PR — Pele remanescente; CV — Coeficiente de varia¢do. Valores correspondem a

média de 3 repeticbes + desvio padréo.

) . Concentracao )
Matriz Concentracao teorica ) Exatidao
o experimental CV (%)

Biologica (ug/mL) (%)

(Mg/mL)

5 4,40 +0,32 7,34 87,96

EC 10 9,66 + 0,58 5,99 96,60

15 14,93 + 0,74 4,94 99,54

5 4,69 + 0,42 8,97 93,78

PR 10 8,17 + 01,03 12,58 81,68

15 14,74 £ 0,32 2,16 98,53

Assim, os resultados obtidos mostram que o método de extracdo conseguiu
recuperar altas concentracfes do ativo nas matrizes biol6gicas de interesse para 0s N0ssos
estudos (57,60) e que o método analitico desenvolvido apresentou niveis de exatiddo
superiores a 81,6%, considerando as duas camadas da pele analisadas e 0s trés niveis de
concentracdo. Como os valores de recuperacdo foram inferiores a £15%, que é o limite
estabelecido pelas autoridades sanitarias no caso de métodos bioanaliticos (63,68), o

método foi considerado exato.
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5.1.5. Limites de deteccio e quantificacio

Com as curvas analiticas obtidas e apresentadas na Figura 16, calculou-se o valor
do desvio padrdo dos coeficientes lineares de cada uma das replicatas da curva e a média
dos respectivos coeficientes angulares, de modo que se pode calcular o LD e LQ do
método de analise do resveratrol. O LD e LQ tedricos foram iguais a 0,07 pg/mL e 0,21
pg/mL, respectivamente: representam as menores concentracdes do ativo que pode ser
detectada pelo método analitico e quantificada com preciséo e exatidao.

Ja o teste experimental (Tabela 10) demonstrou que o LQ para andlise do
resveratrol foi igual a 0,3 pg/mL, pois foi a menor concentragéo do ativo que se conseguiu
analisar com valores de precisdo e exatidao aceitaveis para 0 método analitico. Esse valor
foi condizente ao calculado anteriormente, demonstrando a elevada sensibilidade do
método cromatografico desenvolvido para determinacdo do resveratrol nas camadas da

pele.

Tabela 10. Demonstracdo experimental do limite de quantificacdo do método cromatogréafico. Valores

correspondem a média de 3 repeti¢des + desvio padrio.

Concentracao Concentracao experimental Exatidao
CV (%)
tedrica (ug/mL) (ng/mL) (%)
0,02 0,020 + 0,002 9,6 119,84
0,05 0,050 £ 0,022 5,0 99,83
0,08 0,080 + 0,004 5,9 103,62
0,10 0,110 £ 0,002 1,5 109,20
0,20 0,180 + 0,001 0,6 90,55
0,30 0,300 + 0,008 2,7 99,40
0,40 0,390 + 0,005 1,3 98,16
0,50 0,510 £ 0,007 1,5 102,41

5.2. Solubilidade
A solubilidade de um farmaco é parametro fisico-quimico essencial para a
realizacdo de ensaios in vitro que envolvam a difusdo, como ensaios de permeacao
cutanea. Além disso, afeta diretamente sua biodisponibilidade, seja oral ou tdpica (20).
No caso dos ensaios de permeacdo cutanea in vitro, € importante assegurar a
ocorréncia em condicdes sink. A condicdo sink estabelece que a concentracdo da

substancia na solugdo receptora desses ensaios ndo deve ultrapassar 10% da sua
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solubilidade no meio. Essa condic¢do deve ser mantida durante todo o ensaio a fim de
garantir a livre difusdo da substancia de interesse sem a saturacdo do meio receptor (69).

Assim, a solubilidade do resveratrol foi determinada nos meios descritos abaixo
com o objetivo de selecionar tanto 0 meio para preparo da solucdo controle, usada para
fins de comparacgédo durante os ensaios de penetracdo, e do meio receptor para garantir as
condicdes sink para o estudo. Os resultados desses ensaios estdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11. Solubilidade do resveratrol em meios propostos para 0s ensaios de permeacdo cutanea. Todas
as solucgdes foram diluidas em metanol (1:1000 v/v) para analise em CLAE. Os dados sdo compostos por

médias de 3 repeti¢Ges + desvio padrao.

Meio Solubilidade (mg/mL)
Agua 0,48 + 0,09
Agua:Tween 80 1% 1,02 + 0,07
Agua:Tween 80 2,5% 2,26 +0,12
Agua:Tween 80 5% 2,18 +0,01
Oleo de Semente de uva 0,95+ 0,21
Span 80 1,56 + 0,09
Tampéo fosfato pH 7,4 0,56 £ 0,10
Tween 80 1,67 +0,15

A solubilidade do resveratrol aumentou substancialmente conforme adicionou-se
Tween 80 a agua, sendo selecionado para ser aplicado como solucdo controle durante os
ensaios de penetracdo usando pele de porco. Para os resultados de solubilidade, previa-se
que a maior concentracdo de Tween80 adicionado a &gua fosse capaz de solubilizar o
meio com resveratrol, entretanto, a concentracéo de 2,5% de Tween 80 em meio aquoso
foi capaz que solubilizar melhor quando comparado a concentracdo de 5%. A possivel
explicacdo para o acontecido estd a na saturagdo do meio, em que o Tween 80 foi capaz
de solubilizar melhor o meio saturado do resveratrol. Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre as concentragdes 2,5% e 5% de Tween 80, utilizou-se a menor

concentracdo para 0s experimentos seguintes (2,5%).

5.3. Estudos de compatibilidade
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A analise térmica utiliza-se de conjunto de técnicas que tém o objetivo de estudar
as propriedades fisicas e quimicas de uma substancia enquanto a temperatura da amostra
é submetida a alteracdo controlada (12,27). As analises realizadas por DSC demonstram
0 grau de cristalinidade com relacdo a entalpia de fusdo da amostra sélida analisada. Com
iss0, a partir das mudancas no ponto de fusdo de um farmaco na presenca de excipientes
é possivel prever a compatibilidade fisico-quimica entre o farmaco em questdo e os
demais componentes da formulagéo (70).

As andlises por TGA fornecem informacGes com relacdo as variagdes de massa
em funcdo do tempo e/ou temperatura e as curvas obtidas fornecem dados sobre a
composicdo e estabilidade térmica da amostra, dos seus produtos intermediarios e
possivel residuo formado (12).

Desta forma, as técnicas de DSC e TG quando associadas, fornecem dados Uteis
na compreensdo dos processos fisico-quimicos relativos a decomposicdo térmica,
determinacéo da estabilidade e polimorfismo das amostras. Para este estudo, o resveratrol
e 0s componentes selecionados para preparo das microemulsées foram avaliados
separadamente e apds mistura fisica ativo/excipiente.

Na Figura 18 estdo representadas a primeira derivada de TG (DrTGA), que
permite a demarcacao das etapas de perda de massa e fornece informacgdes sobre o nivel

de interacdo do resveratrol e os excipientes da formulacéo.
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Figura 18. Primeira derivada de TGA do resveratrol (RES) isolado e das misturas com excipientes da

formulacéo. Cada evento de perda de massa esté indicado na figura como porcentagem (%).

O resveratrol sofre processo de decomposicdo de 53% entre 298,17 e 352,12°C.
Estudo anterior descreveu que o resveratrol foi termicamente estavel até 240°C, tendo
apresentado pico endotérmico acentuado a 267°C (12), divergindo pouco dos resultados
obtidos nessa analise, em que o resveratrol foi estavel termicamente até 298°C e gerou
pico endotérmico a 324°C. A divergéncia apresentada pode estar relacionada com o tipo
de padrao do ativo utilizado nas analises, como também aos métodos de operacdo durante
a andlise.

Para M1 (mistura de resveratrol com Span 80), foi possivel observar antecipacéo
do processo de decomposicdo, porém a perda de massa foi menor (aproximadamente
10%), sugerindo interacdo entre o ativo e 0 excipiente. Em M2 e M3, observou-se duas
etapas no processo de perda de massa, iniciando-se em 175°C e com perda de massa
inferiores a correspondente da mistura. A decomposicdo de cada excipiente da

formulacéo esté indicada na Tabela 12.

Tabela 12. Faixa de decomposicéo e perda de massa em porcentagem dos excipientes da formulag&o.

Composto Perda de massa (%0) Faixa/(°C)

Oleo de Semente de Uva 97,00 383 — 444
Tween 80 91,97 376 —421

Span 80 95,31 341 — 420
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As misturas do ativo com cada excipiente demostraram uma interacao entre eles,
mas nenhum excipiente comprometeu a estabilidade térmica do resveratrol, uma vez que,
apesar de haver em todos os casos analisados antecipagdo do processo de decomposicao
pela temperatura, a perda de massa foi inferior se comparada as analises das substancias
isoladas.

Nos ensaios de DSC foi possivel observar que o resveratrol apresentou pico
endotérmico a 260°C (Figura 19), temperatura correspondente ao demonstrado na
literatura (12). Para as misturas (M1-M4) o resveratrol foi parcialmente dissolvido nos
excipientes. A fusdo detectada no DSC apresenta a por¢do cristalina do ativo; dessa
forma, a diminuicéo da entalpia no pico de fusdo é considerada como aumento da amorfa

do ativo, indicando que o ativo se dispersou no meio (12).

Oleo de semente de uva

Ml
M2 : :
M4
T ' T T T T T T T T T f =
40 80 120 160 200 240 280

Temperatura (°C)
Figura 19. Analise das curvas de DSC do RES, do 6leo de semente de uva e das misturas fisicas. O
pico de fusdo do ativo foi sombreado. RES — resveratrol.
Na Figura 18, observou-se reducdo do pico da entalpia da fuséo das misturas com
o0 resveratrol, permitindo inferir que os excipientes diminuiram a porc¢éo cristalina do
ativo. De fato, nas misturas M1, M2 e M4 é possivel notar que os excipientes foram

capazes de dispersar completamente o ativo, sugerindo a forma amorfa do ativo; que por
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sua vez esta relacionada com o aumento da solubilidade do resveratrol entre os
excipientes. Dessa forma, os ensaios de analise térmica indicam que nenhum dos
excipientes tém interacdo com o ativo que indique a ocorréncia de incompatibilidade,

permitindo que sejam utilizados no desenvolvimento das microemulsdes.

5.4. Obtenc¢ao das microemulsoes

A selecdo dos excipientes para preparo das microemulsdes avaliou quais as
exigéncias para o desenvolvimento de formulacdo topica voltada para o tratamento de
doenca dermatoldgica provocada por uma cascata de inflamacéo. Microemulsées com
altas concentracdes de tensoativos podem facilitar a absor¢do cutinea, porém esses
componentes podem causar irritagdo na pele, prejudicando o quadro do paciente ((6).
Com isso, a definigdo dos excipientes, principalmente tensoativo e cotensoativo, deve ser
cautelosa. Assim, foram escolhidos o Tween 80 e o Span 80 como tensoativos para a
nanoformulagéo.

O Tween 80 (monoleato de sorbitano polioxietileno 80, EHL: 15,0) (22) é um
tensoativo ndo-ibnico, de caracteristica predominantemente hidrofilica, amplamente
usado em produtos cosmeéticos e farmacéuticos, devido a baixa probabilidade de causar
irritacdo cutanea (71,72). O Span 80 (Monoleato de sorbitano 80, EHL.: 4,3), foi usado
como cotensoativo, apresentando também aspectos ndo-ibnico e de baixo potencial
irritante para a pele (22).

O uso de um cotensoativo é aconselhavel no preparo de micro e nanoemulsdes,
pois auxilia na reducdo da tensdo interfacial entre as fases, o que facilita o processo de
dispersdo (22,73), assim como tende a melhorar as caracteristicas de estabilidade
(22,72,73). Dessa forma, para combinacéo entre as quantidades de Tween 80 e Span 80
foi calculado o valor EHL de ambos com o objetivo de se determinar a quantidade a ser
utilizada de cada tensoativo. O EHL da formulacdo usando Tween 80 e Span 80 deu o
equivalente a 11,43, corroborando para a obtencdo de uma formulacéo 6leo em &gua (20).

O o6leo de semente de uva foi escolhido como veiculo da fase oleosa por apresentar
inimeros beneficios, como a atividade anti-inflamatéria, além de ja conter em sua
composicio certa concentracio de resveratrol (16). E rico em composto fendlicos, acidos
graxos e vitaminas, por isso tem sido bastante empregado na area de cosméticos
(17,65,73,74).
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A formulacdo foi enriquecida com resveratrol apds a determinacdo da quantidade
de ativo presente no 6leo de semente de uva usando o método CLAE. A dosagem de
resveratrol no 6leo deu em um valor abaixo do esperado, encontrando-se inferior ao limite
de quantificacdo tedrico.

O diagrama de fases pseudoternério foi preparado utilizando como tensoativo e
cotensoativo, respectivamente, o Tween 80 e o Span 80 na propor¢do 2:1 (p/p). A
construcdo do diagrama permitiu identificar regides de formacdo de varios tipos de
sistemas, incluindo a area de formacéao de microemulsées (Figura 19) (22,73,75).
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Figura 20. Representacdo do diagrama de fase pseudoternario mostrando as regiGes de formacdo das
microemulsdes. Em rosa estdo indicadas as regides escolhidas para a continuidade dos ensaios. O diagrama
foi composto por Tween 80 e Span 80 na proporgdo 2:1 (p/p) como tensoativos, 6leo de semente de uva

como fase oleosa e agua ultrapura como fase aquosa.

As microemulsdes do tipo O/A foram formadas quando a fracdo do tensoativo
estava em maior proporcdo, e a de fase oleosa, menor. Durante 0s ensaios de

desenvolvimento, quando a fase oleosa estava em maior propor¢do em comparacao a
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quantidade de tensoativo, foi possivel observar que as formulagdes ficaram turvas ou
apresentaram separacao de fases (Figura 21C). Por outro lado, quando a fase aquosa e o
tensoativo estavam em concentracGes semelhantes entre si, observou-se a obtengéo de
formulages do tipo emulsdo. O aspecto fisico das microemulsdes selecionadas pode ser

visualizado na Figura 21.

Figura 21. Microemulsdes selecionadas desenvolvidas no Laboratério de Tecnologia de Medicamentos
Alimentos e Cosméticos — LTMAC da Universidade de Brasilia, em que é possivel observar uma das
consequéncias da variacdo dos excipientes através da construcdo do diagrama de fases. A e B estaveis ap0s
20 min de centrifugacdo; C apresentando uma separacdo de fases apds 20 min de centrifugacéo.

A selecdo de duas microemulsdes para estudo a partir do diagrama de fases foi
feita com base em sua composicdo de tensoativo, selecionando as que apresentaram
menor concentracdo, pensando em reduzir a0 maximo a possibilidade de ocorréncia de
efeito irritante para a pele. Também foi levada em consideracdo a viscosidade
apresentada, optando-se por sistemas de baixa viscosidade, além de pH adequado para a
pele; sua composicdo esta apresentada na Tabela 13.
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Tabela 13. Composicao das microemulsdes selecionadas.

Microemulsdo  Fase oleosa (%0) Tensoativos (%) Fase aquosa (%0)

ME 1 15 35 50
ME 2 10 30 60

5.5 Caracterizac¢ao das microemulsoes

Formulagdes classificadas como microemulsdo devem atender a alguns requisitos,
como tamanho de goticula adequado, e ser desenvolvidas de acordo com a via de
administracdo em que se deseja administra-las (22). Assim, as microemulsdes, ME 1 e
ME 2, foram caracterizadas quanto aos seguintes parametros: tamanho das goticulas, PDI,
potencial zeta, pH e morfologia.

O diametro das goticulas de uma microemulséo é importante para garantir a sua
estabilidade, relacionada ao prazo de validade do medicamento que podera se tornar.
Além disso, esse parametro esta relacionado com o potencial que o sistema tem em
aumentar a penetracdo cutanea do ativo incorporado, consequentemente ampliando a
biodisponibilidade tépica da formulacdo, garantindo efeito terapéutico adequado (14,53).

Na Tabela 14 estdo apresentados dados de diametro médio de goticulas, PDI,

potencial zeta e pH das microemulsdes ME 1 e ME 2 sem e com ativo.

Tabela 14. Caracterizacdo das microemulsées ME 1 sem ativo, ME 2 sem ativo, ME 1 e ME 2 quanto ao
diametro médio de goticulas (nm), PDI, potencial zeta (mV) e pH. PDI — indice de polidispersdo; pH —

potencial hidrogénico. Valores correspondem a média de 3 repeticdes + desvio padrio da média.

Diametro da Potencial zeta
Amostra ] PDI pH
goticula (nm) (mV)
ME 1 s/ ativo 23,1+0,7 0,34 + 0,20 -11,7+£0,5 6,2+0,5
ME 1 c/ ativo 223+14 0,40 £ 0,01 -10,2+0,7 6,3+0,1
ME 2 s/ ativo 249+1,7 0,47 £ 0,50 -13,6 +0,9 7,1+1,1
ME 2 c/ ativo 24,2+0,8 0,72 +0,30 -146 £ 0,1 6,8+0,8

As microemulsdes formadas, apresentaram aspecto transparente, com valores de

diametro de goticula baixos, inferiores a 25 nm, o que garante as propriedades coloidais
do sistema, principalmente relacionadas a estabilidade, reduzindo a possibilidade da

ocorréncia de processos de instabilizacdo, como coalescéncia ou separacgdo de fases, além
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de proporcionar o aumento da penetracdo do ativo e consequentemente sua
biodisponibilidade (22). O tamanho pequeno de goticula ja era esperado, devido a
presenca das moléculas de cotensoativo juntas ao tensoativo, que permitem a reducgéo da
tensdo interfacial, diminuindo o raio de curvatura das microemulsdes (75).

O PDI, que indica a distribuicdo do didametro das goticulas da microemulsdo em
torno do valor médio, indica certa homogeneidade de tamanho para a ME 1, mas maior
variagéo para a ME 2 (22). Esses valores relativamente altos de PDI podem ser explicados
pela dificuldade da técnica, jA que altas diluicbes das amostras requeridas pelo
equipamento normalmente alteram as propriedades da nanoformulagéo (66). Entretanto,
0s ensaios com microscopia eletrénica de transmissdo que serdo apresentados a seguir
poderdo auxiliar na visualizacdo da homogeneidade das goticulas formadas, a partir do
didmetro das esferas formadas.

O potencial zeta é resultado da densidade de carga em torno das goticulas e
fornece informacOes sobre o grau de repulsdo entre elas. Dessa forma, quanto maior o
potencial, de grandeza negativa ou positiva, maior deve ser a estabilidade da
nanodispersao (76). No caso das microemulsdes ME 1 e ME2, os valores estdo em torno
de 10-15 mV, considerado préximo a neutralidade. Essa caracteristica se deve ao fato dos
tensoativos utilizados para preparo serem de natureza ndo-inica (22).

O estudo do pH de uma formulacdo é extremamente importante devido as
implicacdes que a administracdo de sistemas com pHs extremos pode gerar durante a
aplicacdo, podendo refletir na perda da integridade cutanea (77). O pH de uma pele
considerada saudavel tem o seu valor em torno de 4,6 e 5,8, sendo que um pH levemente
acido auxilia o processo de protecao da pele contra fungos e bactérias (56). Assim, as
microemulsdes apresentaram valor de pH apropriado para a aplicacdo topica, estando
entre 6,3 £0,1 e 6,8 +£0,8 (Tabela 13). Vale ressaltar que o0 enriquecimento das
formulagbes com o ativo ndo provocou alteragdes significativas no valor do pH.

A avaliacdo morfoldgica das microemulsdes foi realizada a partir da analise das
imagens obtidas por microscopia eletronica de transmisséo, que estdo apresentadas na
Figura 21 (18,6-71).
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Figura 22. Imagens obtidas por MET para as formulagdes: ME 1 e ME 2. MET — Microscopia eletronica
de transmissdo; ME — Microemulséo. A — ME com RES 1; B — ME 2 com RES; C — ME 1 sem RES; D —
ME 2 sem RES.

As goticulas das microemulsdes apresentaram formato esférico, conforme
descrito na literatura (22,56,78,79), com discretas alteracdes no tamanho. A medicao por
meio das imagens foi feita, e obteve-se tamanho de 22,16 + 0,72 nm para as
microemulsdes com ativo, proximo ao verificado pela técnica de espalhamento de luz
dindmico. As imagens também foram capazes de revelar mais nitidamente a
homogeneidade entre os tamanhos das goticulas, maior na microemulsdo ME 1 do que na
ME 2, também em compasso com os resultados obtidos pela outra técnica.

Em relacdo as microemuls@es enriquecidas com ativo e as sem ativo, foi possivel
observar pouca diferenca entre os parametros apresentados e esse resultado, o que pode
ser explicado pela dispersdo do resveratrol, pois teve a sua quantidade a ser usada nas
formulacGes estudadas previamente, na fase oleosa do sistema; na qual esteve

completamente solubilizado no meio.
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5.6. Estudo reologico da microemulsio

O estudo das caracteristicas de fluxo é um parametro importante a ser avaliado
para formulagdes destinadas a aplicacdo topica, uma vez os resultados podem indicar a
sua influéncia sobre precisdo da dosagem, conforto na aplicacédo, espalhamento e o tempo
de residéncia sobre a pele apds a aplicagio (80,81). E necessario que a viscosidade garanta
uma aplicacao facil e confortavel, porque sendo muito baixa, como agua, a formulacéo
pode escorrer da pele instantaneamente, ndo permitindo que haja tempo para a penetragao
do ativo na camada de interesse. No entanto, se a apresentar uma alta viscosidade a
aplicacdo poderé ser dificultada (14,20,22,82).

As microemulsdes foram classificadas como fluido newtoniano, pois ndo foram
observadas alterac6es de sua viscosidade frente as mudangas das tensdes de cisalhamento
aplicadas, como mostra a Figura 22. Normalmente, microemulsées exibem
comportamento de fluido newtoniano por exibirem baixa viscosidade (83), entretanto o
comportamento pseudoplastico se mostra apropriado para formulacGes de aplicacdo
topica, em que reflete maior facilidade de aplicacdo: se tornam mais fluidos quando
submetidos a pressao externa, espalhando-se mais facilmente na regiéo e recuperando sua
viscosidade inicial no momento em que se encerra a aplicacao, impedindo que o produto
escorra durante o procedimento (82,84). Frente aos resultados obtidos para a classificagcéo
do tipo de fluido das microemuls@es, o fluido newtoniano ainda sim garantiria facilidade

durante a aplicagéo.
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Figura 23. Grafico referente a tensdo de cisalhamento em funcéo da taxa de cisalnamento. A — Gréfico
para ME 1; B — Gréfico para ME 2.

Os dados apresentados na Tabela 15, a seguir, mostram semelhanca estatistica
entre os valores de viscosidade para as microemulsées ME 1 para a ME 2 gracgas as

alteracdes sutis na proporcao de componentes dos sistemas (14,20).
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Tabela 15. Resultado das viscosidades das formulacbes ME 1 e ME 2, na temperatura de 25°C. Valores

correspondem a média de 3 repeti¢des + desvio padréo.

Viscosidade
Amostra
(Pa.s) a 25°C
ME 1 0,39 + 0,05
ME 2 0,33+0,40

5.7. Estudo de estabilidade

A estabilidade das MEs nas temperaturas de 4 +2°C e 25 +2°C (temperatura
geladeira e ambiente) foi favoradvel a manutencdo das caracteristicas iniciais. As
formulagdes foram acondicionadas protegidas da luz. Ndo foram observadas alteragdes
guanto a separacdo de fases ou precipitacdo, mesmo apés a centrifugacdo das amostras.
Em adigdo as caracteristicas analisadas para a estabilidade, foi avaliada a viscosidade e a
coloracdo, que também se mantiveram estaveis. A observacdo foi feita por um periodo de
60 dias.

5.8. Avaliacao in vitro de permeacio cutanea do resveratrol

Formulag6es que sdo administradas pela via topica dermatoldgica enfrentam uma
primeira barreira para a sua penetracdo, que € o0 estrato corneo. Essa barreira possui
caracteristicas mais lipofilicas que hidrofilicas — logo, a permeagédo de um ativo dependera
de caracteristicas como coeficiente de parti¢cdo adequado, além de uma massa molecular
pequena o suficiente para garantir a sua rapida difusdo pelas camadas da pele (20)24,34).

Os estudos in vitro de permeacéo cutanea das microemulsdes de 6leo de semente
de uva enriquecido com resveratrol foi realizado em pele de orelha de suinos. A pele foi
tratada com as formulacGes e controle por um periodo de 24 h. Os resultados estdo

apresentados na Figura 23.
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Figura 24. Quantidade de RES recuperado das camadas da pele em ug/cm?. EC - Estrato C6rneo; PR - Pele
remanescente; RES - Resveratrol. Andlise estatistica por ANOVA (*p < 0,0001).

Verificou-se na Figura 23A, que a solucdo controle contendo o resveratrol teve
porcentagem de ativo quantificada no estrato cérneo superior (3,5 vezes) quando
comparada a ME 1. Em contrapartida, a quantidade de ativo quantificada nas camadas
mais profundas da pele (pele remanescente) foi 4 vezes maior se comparada a solugédo
controle na mesma &rea. Para a ME 2 (Figura 23B), a quantidade de ativo no estrato
cérneo também foi inferior (6 vezes) em comparacdo a solucdo controle, mostrando
aumento significativo na pele remanescente em relacéo ao controle.

Considerando que o objetivo principal do desenvolvimento das microemulsdes foi
garantir que quantidades significativas de ativo atingissem as camadas mais profundas da
pele, os resultados obtidos aqui foram muito animadores.

Evidentemente, as microemulsdes tiveram efeito promotor bastante pronunciado
para a penetracdo do resveratrol. Resultado esse que pode ser atribuido as caracteristicas
da microemuls&o e de seus excipientes, como por exemplo o Tween 80, que tem agéo
promotora na formula¢do. A organizacdo do tensoativo juntamente com cotensoativo
revestindo a goticula da microemulsao proporciona maior area superficial de contato com
a camada lipofilica, permitindo interacdo mais eficiente das moléculas com a pele,
favorecendo o efeito promotor na formulagéo (85,86). A combinagéo do tensoativo com
0 cotensoativo nas proporc¢des adequadas proporcionou a baixa da tensdo superficial
quando em contato com a pele, favorecendo a penetracdo (73). Outro fator importante
que deve ser levado em consideracdo é o tamanho da goticula, que proporcionou maior
direcionamento através da difusdo entre as camadas da pele. A proporcao de 6leo nas
microemulsdes também causou uma diferenca entre os perfis de penetragdo em que a ME
1 (15%), que possuia maior concentracdo de 6leo comparada a ME 2 (10%), promoveu
maior permeacao do ativo. Isso pode ser atribuido, portanto, a caracteristica do 6leo, que
aumenta a hidratacdo da pele pelo mecanismo de emoliéncia, auxiliando no processo de

difusdo do ativo através da pele.

5.9. Avaliacao in vitro do potencial irritativo
O método HET-CAM foi inicialmente descrito por Luepke (1985) e é uma
alternativa aos testes em animais (teste de Draize) para a avaliacdo da irritabilidade de

formulacGes ((62,87). Consiste na aplicagdo direta de amostras na membrana corio-

56



alantoide de ovos fecundados e apds o tempo estipulado sdo realizadas avaliagdes das
principais reacfes resultados pela aplicacdo. O método descrito em 1985, inicialmente
era empregado para avaliacdo do potencial irritativo de formulacbes oculares, porém
devido a alta eficiéncia em avaliar a irritabilidade de formulacGes e substancias no geral
é possivel usa-lo para avaliar a irritacdo cutanea (62,88).

Os resultados da caracterizacdo do potencial irritativo das microemulsées em

comparacgéo aos controles positivo e negativo estdo apresentados na Figura 24.

Tempo

Amostra

Controle
Negativo

Controle Positivo

ME1

ME 2

Figura 25. Sequéncia ilustrativa das imagens do ensaio de HET-CAM demonstrando o efeito do controle
negativo (NaCl 0,9%), controle positivo (NaOH 1 mol/L), ME 1 e ME 2 na membrana cério-alantoide nos

tempos 0's, 30 s, 2 min e 5 min.

As imagens foram capturadas antes da exposicao e durante 30 s, 2 min e 5 min apos
a exposicdo da membrana cério-alantoide as amostras testadas. Como é possivel verificar,
0 controle negativo ndo levou a ocorréncia de nenhum fenémeno desde os primeiros

segundos do teste até o seu encerramento. Em contraposicdo, o controle positivo
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proporcionou a ocorréncia de diversas alteragcbes vasculares na membrana logo nos
primeiros segundos de teste, com o aumento da vascularizacdo e calibre dos vasos, além
de alteracéo da coloragéo, associada ao rompimento dos vasos e extravasamento de sangue.

Na sequéncia ilustrativa da Figura 24 ¢ possivel observar que as amostras da ME
1 e ME 2, ambas enriquecidas com resveratrol, apresentaram efeito semelhante ao
desempenhado pelo controle negativo.

A Tabela 16, a seguir, apresenta os resultados da classificacao final relacionados
aos indices de irritabilidades calculados. Foram expressos com a média + desvio padrao

dos valores obtidos para os trés ovos analisados em cada formulagéo.

Tabela 16. Classificacdo da irritabilidade das formulacdes testadas de acordo com a escala acumulativa.

Valores correspondem & média de 3 repeti¢des + desvio padrao.

Amostra indice de irritabilidade Classificacao
Controle Negativo 0,05+ 0,04 N&o Irritante (NI)
Controle Positivo 16,34 £ 0,82 Irritante Severo (IS)

ME 1 0,06 £ 0,01 N&o Irritante (NI)
ME 2 0,08 £ 0,02 Né&o Irritante (NI)

Passados os 5 min de observacdo da membrana cério-alantoide, o indice de
irritabilidade foi de 0,05 £ 0,04 para o controle negativo, recebendo a classificacdo de
“Nao Irritante (NI)” e 16,34 + 0,82 para o controle positivo, sendo classificado como
“Irritante Severo (IS)”. O resultado final para as microemulsdes ME 1 e ME 2 foram 0,06
+ 0,01 e 0,08 £ 0,02, respectivamente.

Dessa forma, seguindo as classificacGes dos controles realizados, que servem de
base para uma interpretacdo das microemulsdes desenvolvidas, os resultados sugerem a
classificagdo de “Nao Irritante (NI)” para ambas as microemulsdes, ME 1 e ME 2, sendo
compativeis para a aplicacdo topica. O potencial irritativo de uma formulacao depende da
concentracdo de seus componentes, principalmente da proporcdo de tensoativo-
cotensoativo, e do pH (22). Ressalta-se que nesse estudo o pH das microemulsdes se
mantiveram adequados para as condi¢cdes da pele, levando em consideracéo a aplicacao
topica; enquanto a proporgdo utilizada de Tween 80 e Span 80 ndo demonstraram
potencial irritativo durante o teste, como ja mencionado, e garantiram a estabilidade da

formulagéo.

58



Os resultados obtidos sdo semelhantes a outros ja descritos na literatura para
outras microemulsdes e para outras formulagfes contendo o resveratrol. Vibhute e seus
colaboradores (2015) desenvolveram microemulsdo para uso tépico contendo Tween 80
e Span 80, mesmo componentes usados nesse estudo, e realizaram avaliacdo do potencial
irritativo, tendo como resultado ‘“Nao Irritante (NI)” (89). O potencial irritativo de
tensoativo ja é esperado e descrito na literatura, entretanto, dependendo das propor¢oes
usadas, ndo ha desenvolvimento de irritacdo nos testes (85,90). Como foi o caso desse
estudo, usando a associacdo de Tween 80 e Span 80, juntamente com 6leo de semente de
uva. Khatoon e seus colaboradores (2021) avaliaram o potencial irritativo do resveratrol
no teste usando HET-CAM e o resultado obtido foi semelhante para as microemulsdes
contendo o ativo, sendo interpretadas e avaliadas como “Nao Irritantes (NI)” (91). Logo,
tanto o resveratrol quanto a microemulsdo preparada se apresentam como seguros para o

uso tépico.
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6. CONCLUSAO

Inicialmente, por meio de ensaios de pré-formulacdo, foi validado o método
bioanalitico cromatografico capaz de quantificar de maneira seletiva, linear, precisa e
exata, e com sensibilidade o ativo resveratrol na presenca de interferentes da pele de suino
e dos excipientes da microemulsdo. Ensaios de solubilidade apontaram para o melhor
meio para solubilizacdo do resveratrol em estudos posteriores, e 0s ensaios de analise
térmica mostraram que o resveratrol poderia ser associado ao 0leo de semente de uva,
Tween 80 e Span 80 (componentes selecionados para o preparo das microemulsdes) sem
comprometer a sua estabilidade e identidade.

Pelo diagrama de fases pseudoternario, foram desenvolvidas um total de 26 (vinte
e seis) microemulsbes, em que duas foram selecionadas por atenderem aos parametros
fisico-quimicos esperados para a formulagdo, como pH e tamanho de goticula, além da
viscosidade. As duas formulacBes apresentaram tamanho de goticula inferior a 25 nm,
caracterizando-as como microemulses.

O resultado dos ensaios de permeagdo cutdnea demonstrou que ambas as
microemulsdes selecionadas para estudo promoveram aumento significativo da
quantidade de resveratrol quantificada na camada mais profunda da pele, que é o alvo
terapéutico para a rosacea, enquanto houve diminuicdo da quantidade de ativo
quantificado no estrato corneo. A ME 1 (15% fase oleosa, 35% tensoativo, 50% fase
aquosa) apresentou resultados superiores aos da ME 2 (10% fase oleosa, 30% tensoativo,
60% fase aquosa) em termos de permeacdo cutanea do ativo, provavelmente por ter maior
contetdo oleoso.

Além disso, as microemulsGes se mantiveram estaveis por 60 dias, sob
temperatura de 4 e 25°C, e os resultados do ensaio de HET-CAM mostraram que 0S
excipientes selecionados junto ao ativo ndo demonstraram potencial irritante, garantindo
a seguranca para a aplicacdo topica das microemulsdes.

Desta forma, as microemulsdes desenvolvidas neste estudo parecem veiculos
promissores para serem aplicados dermatologicamente no tratamento da rosacea, com
comprovada estabilidade e seguranga e, sobretudo, efeito marcante na promocéo da

efetiva penetracéo cutanea do ativo.
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