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RESUMO

Varias moléculas naturais sdo agentes potenciais para o tratamento da obesidade e outras
doencas relacionadas ao acumulo de gordura subcuténea, sendo o desoxicolato de sédio (SDC
ou DCA) bastante usado desde 2001. Outras moléculas de origem natural também foram
descobertas com efeitos sobre a inibicdo da adipogénese em pré-adipécitos e indugdo de
apoptose em adipdcitos maduros. Recentemente descobriu-se que flavonoides como a
quercetina (QUE) e resveratrol (RES) apresentam esta desejada acdo apoptética e
antiadipogénica em tecido adiposo comprovado por estudos in vitro em células humanas.
Entretanto estas moléculas podem apresentar elevada toxicidade como o SDC e baixa
biodisponibilidade devido ao carater hidrofébico como QUE e RES. Diante do exposto a
nanotecnologia farmacéutica, através de lipossomas, pode apresentar-se como uma alternativa
para superar estas limitacdes. Esta Tese tem por objetivo a obtencdo de um produto a base de
uma formulacdo lipossomal em escala nanométrica para administracdo por via subcutanea
contendo desoxicolato de sodio, quercetina e resveratrol livres e/ou complexados a
ciclodextrinas. Um método de complexacdo de sais biliares, como o SDC e o &cido
ursodesoxicolico (UDCA), em ciclodextrinas foi desenvolvido e usado na determinacdo
destas substancias. O SDC também foi usado como um dos constituintes de lipossomas
elasticos para a nanoencapsulacdo de QUE e RES. O aumento da temperatura causou
variagcOes nas absorbancias em todos os complexos de inclusdo, entretanto, 20-30 °C foi
encontrado o melhor intervalo para a determinacdo dos acidos biliares. A temperatura causou
um efeito negativo na constante de equilibrio resultando em valores altamente negativos de
entalpia (B-CD-DCA: -10,25 + 1,48 ¢ B-CD-UDCA: -12,47 + 0,96 kImol™) e valores
positivos de entropia (B-CD-DCA: 50,31 + 4,74 ¢ p-CD-UDCA: 43,42 + 3,12 Jmol™). Em
todos 0s casos, as reaces de complexacdo competitiva foram espontaneas. Os complexos de
inclusdo foram estaveis por 12 dias tendo um tempo de meia vida de 68,71 dias para 0 DCA e
294,71 dias para a determinacdo do UDCA. O método foi validado pela metodologia da
ANVISA e EMEA apresentando limites de deteccéo e de quantificacdo de 3,94x10°mol'L™” e
1,31x10™"mol'L? para o DCA e 4,08x10°molL™* e 1,36x10“molL” para o UDCA,
respectivamente. Amostras dos acidos biliares foram determinadas em formulagdes
farmacéuticas com variacdo de 4% para o0 DCA e 1% para o UDCA. A reacdo de
complexacdo competitiva também foi aplicada na construcdo de sensores quimicos. A melhor
formulacdo lipossomal produzida reduziu o uso de fosfatidilcolina e colesterol em 17,7% e
68,4%, respectivamente, em relacdo as primeiras formulagGes produzidas. Os lipossomas
tiveram um didmetro médio de 149 nm com indice de polidispersdo de 0,3. O potencial zeta
dos lipossomas foi negativo (-13,1 mV) devido a presenca do SDC na bicamada lipidica. A
eficiéncia de encapsulacdo de QUE e RES nos lipossomas foi maior que 97%. A cinética de
liberacdo de QUE e RES a partir dos lipossomas também foi estudada havendo liberacdo
controlada por mais de 50 h e liberagdo maxima de 96% para QUE e RES. Foi possivel
nanoencapsular 23 vezes (4620 uM) mais flavonoides que a concentracéo (100 uM) reportada
na literatura que apresenta efeitos apoptdticos e antiadipogénicos. Podemos concluir que as
formulacBes lipossomais elasticas produzidas sdo adequadas para a injecdo subcutanea,
podendo proporcionar uma nova estratégia para reducdo de gordura subcutanea.

Palavras-chave: Desoxicolato de sodio, Quercetina, Resveratrol, Lipossomas, Ciclodextrina.



ABSTRACT

Several natural molecules are potential agents for treatment of obesity and other related
diseases to the accumulation of subcutaneous fat being sodium deoxycholate (SDC) often
used since 2001. Other molecules of natural origin as also found with effects on the inhibition
of adipogenesis in pre-adipocytes and induction of apoptosis in mature adipocytes. Recently it
has been found that flavonoids such as quercetin (QUE) and resveratrol (RES) show this
desired apoptotic and anti-adipogenic effect in fatty tissue and evidenced by in vitro studies in
human cells. However, these molecules may have high toxicity such as SDC or low
biodisponibility due to hydrophobic character as QUE and RES. In this framework, the
pharmaceutical nanotechnology, via liposomes, may present as an alternative to overcome
these limitations. The aim of this Thesis was to do a product based in a nanosize liposomal
formulation containing sodium deoxycholate, quercetin and resveratrol free and / or
complexed with cyclodextrins to be administrated by subcutaneous injection. A method for
the complexation of bile salts, as SDC and ursodeoxycholic acid (UDCA), in cyclodextrins
was developed and used for determining of these molecules. The SDC was also used as
constituent in elastic liposomes for nanoencapsulation of QUE and RES. The increase in
temperature caused absorbance variation for all inclusion complexes; however, 20-30 °C was
the best range for the bile acids determination. The temperature had a negative effect on the
equilibrium constant resulting in high negative values of enthalpy (B-CD-DCA: -10.25+1.48
and B-CD-UDCA: -12.47+0.96 kJmol™) and positive values of entropy (B-CD-DCA:
50.31+4.74 and B-CD-UDCA: 43.42+3.12 Jmol™), in all cases the competitive complexation
reactions were spontaneous. The inclusion complexes were stable for 12 days with a half-life
of 68.71 days to DCA determination and 294.71 days for the UDCA. The methods were
validated by ANVISA and EMEA methodologies, showing limits of detection and
quantification of 3.94x10°mol'L™* and 1.31x10*mol'L™ for the DCA, 4.08x10°mol-L™ and
1.36x10“mol.L™* for UDCA, respectively. Samples of bile acids were determined in
pharmaceutical formulations with variation of 4% for the DCA and 1% for the UDCA. The
competitive complexation reaction was also applied in the production of chemical sensors.
The optimal liposomal formulation has been produced with a reduced amount of
phosphatidylcholine (17.7%) and cholesterol (68.4%), respectively, concerning to previous
formulations produced. Liposomes had a mean diameter of 149 nm with a polydispesion
index of 0.3. The zeta potential of liposomes was negative (-13.3) due to the presence of SDC
in the phospholipid bilayer. Encapsulation efficiency of QUE and RES into liposomes was
almost 97%. The release kinetics of QUE and RES from liposomes were also studied having
controlled release over 50 h and maximum release of 96% for QUE and RES. The typical
elastic SDC-liposomes obtained in this study were able to entrap 23 times (4620 uM) more
flavonoids than the formulations reported in the literature (100 uM) that showed apoptotic and
antiadipogenic effects. In conclusion, the elastic liposomal formulations containing QUE and
RES are suitable for subcutaneous injection, thereby providing a new strategy for reduction of
subcutaneous fat.

Keywords: Sodium deoxycholate, Quercetin, Resveratrol, Liposomes, Cyclodextrin
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Introducéo e Revisao da Literatura
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1. INTRODUCAO

Atualmente mais de 1 bilhdo de adultos estdo com sobrepeso e destes, mais de 300
milhdes sdo considerados clinicamente obesos. Altos niveis de gorduras corporais s&o
associados com o aumento do risco de desenvolvimento de numerosas condi¢des adversas a
salude como desenvolvimento de diabetes, cancer e doencas cardiovasculares (BAILE et al.,
2011). Além da obesidade existem outras doencas que envolvem o aciumulo de gordura, como
os lipomas que se apresentam como neoplasias de células adiposas maduras, ocasionadas pelo
acumulo de tecido gorduroso que pode se estender por via intramuscular, normalmente sendo
removidos de forma cirdrgica (ROTUNDA et al., 2005). Por outro lado a lipodistrofia, que se
caracteriza pelo acimulo anormal de gordura subcutinea, é ocasionada por terapia com
antivirais devido aos seus efeitos colaterais, principalmente em pacientes soropositivos
(AVRAM et al., 2005). Finalmente, a gordura subcutdnea pode apresentar-se como um
problema estético de forma que diversos procedimentos séo utilizados para a sua reducgéo e/ou
remoc¢do. Dentre eles a lipoaspiracdo e a cirurgia classica demandam grande tempo de
recuperacdo, métodos invasivos podendo provocar sérias sequelas ou até mesmo levar o
paciente a obito.

Vérias moléculas naturais sdo agentes potenciais para o tratamento da obesidade e
outras doencas relacionadas ao acimulo de gordura subcutanea, sendo o desoxicolato de sodio
bastante usado a pouco mais de uma década. Em 2001, a dermatologista Patricia Rittes em
S&o Paulo, utilizou pela primeira vez o Lipostabil® (Artesan Pharma, Liichow, Germany),
cujo principio ativo é o desoxicolato de sddio, como medicamento injetavel para o tratamento
de gordura subcutanea, o qual era anteriormente usado para o tratamento de embolia
gordurosa (ROTUNDA et al., 2009; ATIYEH et al., 2008; RITTES, 2001). O desoxicolato de
sodio € um sal biliar secundario que age como um agente tensoativo provocando lise nas
membranas dos adipdcitos seguido de necrose. Em altas concentragdes 0 mesmo apresenta
uma série de efeitos colaterais como edema, eritema, ardor dentre outros (DUNCAN e
CHUBATY, 2006).

Outras moléculas de origem natural também foram descobertas com potentes efeitos
sobre a obesidade interferindo na regulacdo desta pela inibicdo da adipogénese em pré-
adipocitos e pela inducdo de apoptose em adipocitos maduros (YANG et al., 2008). O mesmo
autor relatou que flavonoides como a quercetina, resveratrol e genisteina apresentam esta
desejada acdo apoptotica e antiadipogénica em tecido adiposo apos estudos in vitro em células
humanas. Milburn et al. (2007) em uma patente foram um dos pioneiros a descrever
formulacGes a base de flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas, chalconas,
taninos ou antocianidinas e nicotinamidas para a prevencdo da obesidade. Alguns trabalhos
cientificos demonstraram a aplicacdo combinada dos flavonoides em questdo tais como o de
Yang et al. (2008) utilizando linhagens de células 3T3-L1, os mesmos autores observaram um
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decréscimo na acumulacdo de lipideos de 73,5 + 0,9% e aumento na apoptose de 310,3 +
9,6% maior que a utilizagdo destes compostos isoladamente. Park et al. (2008) também
estudaram os efeitos combinados de quercetina, resveratrol e genisteina em adipocitos jovens
e maduros (3T3-L1) observando efeitos semelhantes.

Estes flavonoides ndo devem ser administrados em solucdo diretamente in vivo, pois
sdo rapidamente metabolizados, possuem baixa estabilidade e baixa solubilidade aquosa
sendo necessario a sua protecdo, que pode ser por ciclodextrinas ou pela incorporacdo em
sistemas de liberagdo controlada de farmacos. As ciclodextrinas sdo formadas de
oligossacarideos ciclicos consistindo de 6 (a-ciclodextrina), 7 (B-ciclodextrina), 8 (y-
ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas por ligagoes a-(1,4) (CADENA et al., 2011;
LOFTSSON e DUCHENE, 2007; ABAY et al., 2005; DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-
TOBIAS, 2005; DEL VALLE, 2004) com capacidade de formacéo de complexos de inclusédo
em solucdo aquosa (BREWSTER e LOFTSSON, 2007). Alguns artigos cientificos
descreveram a complexacdo de quercetina e resveratrol com ciclodextrinas bem como a
caracterizacdo destes complexos (LU et al., 2009; JULLIAN et al., 2007), mas complexos
com as moléculas associadas ndo foram descritos na literatura.

A nanotecnologia tem sido uma ferramenta de inovacédo tecnoldgica para 0s sistemas
de liberacdo controlada de farmacos, a qual se apresenta como uma area interdisciplinar de
pesquisa e desenvolvimento que envolve a manufatura, processamento e aplicacdo de
substancias ou dispositivos que possuem uma ou mais dimensGes em escala nanométrica
(MOZAFARI et al., 2008). Os lipossomas em escala nanométrica representam uma excelente
alternativa para a superacao das limitacGes apresentadas por cada molécula acima citada.
Lipossomas estes, que sao caracterizados como vesiculas esféricas constituidas de uma ou
mais bicamadas concéntricas de lipideos, que isolam um ou varios compartimentos aquosos
internos do meio externo podendo proteger o farmaco da luz, da degradacdo por outros
processos e aumentar a sua solubilidade aquosa. Lipossomas sdo caracterizados como um
sistema transportador visando direcionar o farmaco para a célula alvo e evitar locais
indesejaveis onde o mesmo exerca toxicidade (BATISTA et al., 2007; FANG et al., 2006g;
FANG et al., 2006b; FREZARD et al., 2005). Adicionalmente, um tipo especial de lipossoma,
o0s elasticos que possuem elevada adaptabilidade, devido a presenca de agentes tensoativos
como o desoxicolato de s6dio em sua composicao, penetram intactos pelos espacos entre as
células proporcionando uma melhor liberacdo do farmaco (GILLET et al., 2011).

Baseado no exposto, a presente Tese propGe o desenvolvimento de métodos analiticos
a base de complexos de inclusdo com ciclodextrinas para a determinacdo de sais biliares.
Além disso, o desenvolvimento de um produto inovador & base de uma formulagéo lipossomal
elastica em escala nanométrica para o tratamento de gordura subcutanea com desoxicolato de
sodio em concentracfes reduzidas e o efeito sinérgico de quercetina e resveratrol, estando
estas moléculas livres ou complexadas a ciclodextrinas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Inovacao tecnoldgica de produtos para a industria farmacéutica e cosmética

Estima-se que o mercado brasileiro de perfumaria e cosméticos crescera cerca de 5%
ao ano até 2015 chegando ao volume de 50 bilhGes de reais, com tendéncias a procura de
produtos com alto valor agregado em todas as classes sociais segundo a Associacdo Brasileira
da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (SEABRA, 2011). Um dos fatores
que pode estar associado a esta grande procura de produtos inovadores, € o aumento da
incidéncia de doencas decorrentes do acimulo de gordura subcutanea devido ao sedentarismo
da populacédo atual, como a obesidade, uma doenca complexa e crénica, que afetara mais de
20% da populacdo masculina e 40% da populagdo feminina no Brasil até 2015 (WHO, 2011).
Devido ao fato da obesidade esta associada a uma série de doencas potencialmente fatais,
como a hipertensdo, diabetes, doenca arterial coronariana, cancer, complicacfes respiratorias
e osteoartrite, tem sido considerada um dos maiores obstaculos a saude humana no mundo
industrializado (ALBERDI et al., 2011; AHN et al., 2008).

Além da obesidade, outras doencas envolvem o acimulo de gordura subcutanea como
os lipomas que se apresentam como neoplasias de células adiposas maduras, ocasionadas pelo
acumulo de tecido gorduroso que pode se estender por via intramuscular, normalmente sendo
removidos de forma cirargica (ROTUNDA et al., 2005). Lipodistrofia, que se caracteriza pelo
acumulo anormal de gordura subcuténea, causada pela terapia com antivirais usadas em
pacientes soropositivos (AVRAM et al., 2005).

As tradicionais metodologias empregadas como a lipoaspiracdo e a cirurgia classica
podem demandar grande tempo de recuperacdo, sdo métodos invasivos considerados seguros,
mas podem provocar sérias sequelas ou até mesmo levar o paciente a Obito. Desta forma,
novas técnicas de remocdo de gordura vém sendo utilizadas como a Liposuction com
ultrassom ou laser associadas a anestésicos (MANN et al., 2008) e a Lipodissolve na qual é
usada uma mistura de produtos quimicos com acdo sobre a gordura subcutanea. Diante do
exposto, o desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de gordura subcutanea pode

apresentar-se como uma nova alternativa para o mercado brasileiro.

2.2. Sais biliares
Os sais biliares, compostos organicos derivados do colesterol, sdo surfactantes

bioldgicos com um papel importante na absorcao, transporte e secre¢do de lipideos (YOO,
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2007). Sao sintetizados no figado a partir do colesterol, armazenados na vesicula biliar e
liberados no intestino delgado ajudando na formacdo de micelas mistas de sais biliares e

triacilglicerdis a partir de gorduras alimentares (NELSON et al., 2002).

2.2.1. Acido desoxicolico e desoxicolato de sodio

O é&cido desoxicolico (DCA) é um é&cido biliar secundario constituido de formas
conjugadas do acido colico (FERNANDEZ-LEYES et al., 2007). O mesmo pode apresentar-
se na forma de sal de sédio sendo conhecida como desoxicolato de sodio (SDC), aumentando
consideravelmente sua solubilidade aquosa. Os parametros fisico-quimicos do DCA e sua

forma de sal séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos do acido desoxicélico e de sua forma em sal de sodio.

Acido desoxicélico (DCA)
Desoxicolato de sddio (SDC)

Nome comum

Estrutura quimica:

; a.
a — Acido desoxicolico;
b — Desoxicolato de sédio.
b.
Formula molecular DCA: Cy4H400,; SDC: CyyH3zgNaO, (O'NEIL et al., 2006)

DCA: (4R)-4-[(3R,5R,8R,9S,10S,12S,13R,14S,17R)-3,12-dihidroxi-10,13-
dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-tetradecahidro-
Nomenclatura (IUPAC) ) ) .
1H-ciclopenta[a]fenantreno-17-il]pentandico acido

SDC: Sal monosédico

Origem Sal biliar (DEBRUYNE et al., 2001)

Peso molecular DCA: 392,56; SDC: 414,6
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PKa DCA: 6,58
DCA: 5,2+ 1,1 a35,2°C (benzeno/agua) (OHNO et al., 2008);
(P) DCA: 3,2 a 37°C (Tampdo Tris, pH 7,5 0,15M octanol/agua);
SDC: 2,65 a 25°C (PBS, 0,1M octanol/agua) (RODA et al., 1990).
Ponto de fuséo 176-178°C
DCA:

Agua: 0,24 g/L;
Alcool: 220,7 g/L;
Eter: 1,16 g/L;
Cloroférmio: 2,94 g/L;

Solubilidade
Benzeno: 0,12 g/L;
Acetona: 10,46 g/L;;
Acido acético Glacial: 9,06 g/L;
SDC:
Agua: >333 g/L
CMC SDC: 0,83-2,49 mg/mL
Numero de agregacao (N) SDC: 3-12

HLB SDC: 16 (Hidrofilica)

Complexacéo com ciclodextrinas

Método — Hildenbrand e Benesi
B-CD-SDC: 8,65x10° (pH 9,5 a 25°C)
Kegy M™* B-CD-SDC: 2,58x10* (pH 10,5 a 25°C)

(CADENA et al., 2009)
HPB-CD-SDC: 2,58x10* (pH 10,5 a 25°C)

Toxicologia e Farmacocinética

DCA: 300 uM (in vitro) — Human tenon'’s fibroblaste;
CLs SDC: 300 puM (in vitro) — Human tenon’s fibroblaste
(RAMAESH et al., 1998)

Nanotecnologia (Lipossomas — Como surfactante anidnico)

Tipo Transferossomas (GILLET et al., 2009)
Bicamada lipidica PC-CH-SDC
Compartimento aquoso Tampao HEPES (pH 7,4), HPB-CD:Betametasona
Concentragdo do farmaco 13% (m/m)

O DCA é usado como agente colerético associado a outros componentes em terapias e
disfuncdes do figado (RODRIGUEZ et al., 2000); em hidrogéis aumentando a permeabilidade
das membranas celulares (VALENTA et al., 1999); constituinte de antibioticos com agéo
inibidora do crescimento de Candida albicans (MARPLES e STRETTON, 1987); pode ser

associado aos derivados do N-(2-dimetilamino)etil que apresenta ac¢éo antimalarica (TERZIC
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et al., 2007). Aumenta a biodisponibilidade de nanoparticulas do copolimero de &cido latico e
glicolico, usado no encapsulamento de farmacos, protegendo-o durante seu transporte através
do trato gastrointestinal e aumentando sua absorcdo no epitélio intestinal (SAMSTEIN et al.,
2008).

O Lipostabil® (Artesan Pharma, Liichow, Alemanha), formulagdo farmacéutica
contendo fosfatidilcolina dissolvida em solugdo com desoxicolato de sddio, foi introduzido na
década de 60 como um medicamento endovenoso para prevenir ou tratar embolia gordurosa
(KLEIN et al., 2009; ROTUNDA et al., 2009; ATIYEH et al., 2008). A partir de 2001 este
medicamento comecou a ser usado popularmente, por via subcutanea, para a dissolugéo de
gorduras subcutaneas (KLEIN et al., 2009; MATARASSO e PFEIFER, 2009; ATIYEH et al.,
2008). Processo este, que ndo estava totalmente elucidado, o que estimulou pesquisas sobre a
atividade farmacoldgica de cada constituinte da formulacéo.

A “injecdo de fosfatidilcolina”, formulagdo mais simples do Lipostabil®, foi utilizada
para a elucidacdo do efeito farmacoldgico sobre a gordura subcuténea. Inicialmente o
principio ativo desta formulacdo era atribuido a fosfatidilcolina, mas Rotunda et al. (2004)
observaram que o SDC administrado isoladamente possuia 0 mesmo efeito que a primeira.
Outros estudos demonstraram que esta injecdo podia levar a uma perda de leve a moderada de
tecido adiposo (ROTUNDA e KOLODNEY, 2006) devido a acdo de lise dos adipécitos
causada pela presenga do SDC (PALUMBO et al., 2010; DUNCAN et al., 2009; ROTUNDA
et al., 2009; ROTUNDA et al., 2004).

Além do processo de dissolucdo de gorduras subcutaneas, trés mecanismos de retracdo
da pele foram observados: inflamacdo difusa intradérmica na pele que recobre a regido de
tratamento, angiogénese na regido de tratamento, e ablacdo focal das gorduras subcutaneas
que se estende até a camada basal da derme. A necrose observada nos adipécitos € semelhante
a observada na paniculite, lipoaspiracdo e necrose gordurosa traumatica (DUNCAN et al.,
2009). Durante as injecGes subcutaneas ndo foram observadas alteracbes nas enzimas
hepaticas ou danos sisttmicos além da regido do tratamento imediatamente apds a injecéo

(HEXSEL et al., 2005).
A composi¢do completa do Lipostabil® injetavel como relatado por SCHULLER-

PETROVIC et al. (2008) e Klein et al. (2009) ¢é apresentado na Tabela 2A. Rotunda et al.
(2004) apresentaram uma formulagcdo mais simples (Tabela 2B) aplicada a dissolugédo de
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gorduras subcutaneas, utilizada nos trabalhos de Duncan et al. (2009), Rotunda et al. (2009) e

Mann et al. (2008). ODO e CUCE (2006) patentearam uma formulacio sem a fosfatidilcolina
(Tabela 2C), cujo teste clinico em 30 pacientes do sexo feminino mostrou a substituicdo de

gordura por fibrose visualizada por biopsia e ultrassom, além de lise dos adipocitos.

Tabela 2: Composicdo do: A. Lipostabil® injetavel — 1mL (Fonte: KLEIN et al., 2009; SCHULLER-PETROVIC
et al., 2008); B. Fosfatidilcolina injetdvel (Fonte: ROTUNDA et al., 2004); C. Desoxicolato injetavel (Fonte:
ODO e CUCE, 2006).

A. Lipostabil® injetavel

Fosfatidilcolina 46,5 mg
Desoxicolato de sodio 25,3 mg
Alcool benzilico 9mg
Cloreto de sodio 3,6 mg
Hidroxido de sédio 2,53 mg
DL-a-Tocoferol 0,15 mg
Alcool etilico 3mg
Agua 907,8 mg
B. Fosfatidilcolina injetavel
Fosfatidilcolina 5% (p/v)
Desoxicolato de sodio 4,75% (p/v)
Alcool benzilico 0,9% (p/v)
Agua 100 mL
C. Desoxicolato injetavel
Desoxicolato de sodio 4,75% (p/v)
Alcool benzilico 0,9% (p/v)
Propileno glicol 10% (p/v)
Agua 100 mL

2.2.2. Mecanismo de acao das formulages injetaveis

Duncan e Hasengschwandtner (2005) foram um dos pioneiros a apresentar um
possivel mecanismo de acdo para a “injecdo de fosfatidilcolina” onde a formulacdo agiria
destruindo a membrana dos adipocitos seguido da mobilizacdo das reservas de triglicerideos
armazenados. Klein et al. (2009) usando adipécitos 3T3-LI como modelo para estudos in vitro
e Schuller-Petrovic et al. (2008), usando ratos como modelo para estudos in vivo, submeteram
seus modelos a varias doses de SDC, fosfatidilcolina e Lipostabil®. Brow et al. (2006) e mais
tarde Matarasso e Pfeifer (2009) relataram que o SDC poderia realizar a destruicdo dos
adipdcitos por 3 formas: 1. Micelas contendo o SDC em excesso poderiam ser agentes

causadores de necrose; 2. O SDC na forma de micela poderia causar mobilizacdo dos &cidos
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graxos de dentro do adipdcito; 3. Na forma cristalina, este € conhecido por causar dano celular
pela perfuracdo das membranas biologicas.

Duncan et al. (2009) demonstraram trés mecanismos de agéo para a fosfatidilcolina: 1.
Atuacdo como um tampdo, pois o pH em solucdo da mesma é 7,0, e 0 do SDC em solucgéo é
8,08, causando um ajuste do pH final da mistura para valores préximos ao pH sistémico
humano (7,4); 2. Interacdo com o SDC permitindo que este fique temporariamente com efeito
reduzido para se difundir além do local onde foi administrado. O SDC numa concentracdo de
4,2% (p/v), ou 42 mg/mL, causa necrose imediata da gordura no local de injecdo; 3. Um
terceiro papel da fosfatidilcolina parece ser a de um regulador da intensidade do grau de
necrose gordurosa retardando todo o processo, causando fracionamento da resposta com
reducdo de tecido cicatricial fibroso produzido pela administracdo do SDC isolado.

Outra questdo importante € quais os efeitos fisioldgicos provocados pela gordura
liberada dos adipocitos? Tentando responder esta pergunta Schuller-Petrovic et al. (2008)
realizaram estudos in vitro utilizando tecido adiposo e in vivo tanto em ratos como em
humanos, monitorando os niveis plasmaticos de triglicerideos bem como o0s niveis das

enzimas hepaticas, estes resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Efeitos do Lipostabil® nos niveis plasmaticos (Fonte: SCHULLER-PETROVIC et al., 2008).

Controle Lipostabil®
1 semana 4 semanas 1 semana 4 semanas
Bilirrubina total (mg/dL) 0,11+0,01 0,14 £ 0,02 0,16 £ 0,04 0,13+0,01
FA (IU/L) 139+ 10 129+7 109 £ 10 119+12
GGT (IU/L) 1,25+ 25 1,50+ 0,5 0,67 +0,33 1,50 £ 0,50
CHE (1U/L) 189+ 6 166 £ 5 250 + 32 386 + 20*
AST (IU/L) 174 £ 21 206 +8 188+ 71 107 £ 5*
ALT (IU/L) 807 91+3 74 +£23 50 + 3*
GDH (1U/L) 9,3+0,8 10,0+ 04 17,3+58 28,7+118
Triglicerideos (mg/L) 145+ 0,6 155+1.2 27,0+£6,1 56,5 £ 3,4*
Acidos graxos livres (mM) 0,56 +£0,11 0,64 £ 0,05 0,64 £ 0,06 1,24 + 0,03*
Proteina C reativa (mg/L) <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
Interleucina-8 (pg/mL) <5,0 <5,0 <5,0 <5,0

Resultados informados pela média + desvio padréo de 4 ratos por grupo;*p<0,05 comparando o controle com o
Lipostabil®. FA — Fosfatase alcalina; GGT — Gama Glutamil Transferase; CHE — Colesterol Esterase; AST —

Aspartato aminotransferase; ALT — Alanina aminotransferase; GDH — Glutamato desidrogenase.

Ainda estudando o trabalho de Schuller-Petrovic et al. (2008), mostrou que apds uma

semana de tratamento e uma aplicagdo do Lipostabil®, ndo houve alteracdo nos perfis das
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enzimas hepaticas nem nos triglicerideos (Tabela 3). Apds 4 semanas e com mais de uma
aplicacdo, a atividade de ChE aumentou 2,3 vezes, as atividades de AST e ALT diminuiram
aproximadamente 45%, enquanto que os niveis de triglicerideos e acidos graxos livres
aumentaram quatro e duas vezes, respectivamente. O mesmo autor ndo conseguiu identificar o
motivo das alteragbes nos niveis destas enzimas hepaticas apos 4 semanas, apenas que 0S
lipideos livres provavelmente sdo originados da lise dos adipdcitos. E importante salientar que
HEXSEL et al. (2005) e ROTUNDA et al. (2009) nao observaram alteracdes hepaticas ou no
perfil lipidico, o Gltimo em mais de 42 pacientes. No entanto os autores ndo demonstraram 0s
parametros analisados, desta forma destaca-se a importancia de mais estudos in vivo em
relacdo as alteracGes hepaticas e plasmaticas provocadas por este tipo de formulacao.

A forma e a quantidade administrada, quando erradas podem ocasionar perda de pele
em pequenas areas (DUNCAN e PALMER, 2008), o0 mesmo autor também observou edema
em todos os pacientes submetidos ao tratamento. Rotunda et al. (2009) realizaram tratamentos
com a fosfatidilcolina injetavel e com o desoxicolato injetavel em mais de 42 voluntarios, 0s
dados séo apresentados na Tabela 4. Os principais efeitos colaterais observados foram edema,
eritema, dor, ardor ou sensibilidade no local de aplicacdo. Outros efeitos foram dorméncia,
sensacdo de aperto, prurido e equimoses. A grande maioria dos efeitos colaterais foi
classificada como leves a moderados. Schuller-Petrovic et al. (2008) também observaram em
um voluntério tratado com altas doses de Lipostabil® (600 pL) sinais histolégicos de
paniculite e lesdes vasculares.

Duncan e Chubaty (2006) observaram dor em 8,1% dos seus 75 pacientes
imediatamente ap0Os a aplicacdo e 1% apds 1 semana. Os outros efeitos observados foram
eritema (72%), pontadas e ardor (90%), edema (88%), hematomas (16%) e Nausea (10%),
este Gltimo apenas em doses elevadas (> 3.000 mg/mL de SDC). Os presentes autores
concluiram que estes efeitos foram transitérios e nao afetaram o resultado final ndo havendo
também qualquer complicacdo. A reducdo na concentracdo de SDC utilizada neste tipo de
tratamento pode reduzir seus efeitos colaterais, mas para a manutencdo dos efeitos desejados
surge a necessidade de associacdo com outros farmacos com efeito sobre a gordura ou até

mesmo a utilizacdo de sistemas inteligentes para a liberagdo controlada do mesmo.
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Tabela 4: Frequéncia e duracdo média dos efeitos colaterais ocorridos em 10% ou mais dos pacientes tratados
(Fonte: ROTUNDA et al., 2009).

Desoxicolato de sodio Fosfatidilcolina injetavel
Efeito colateral Paciente, Duracéo média Paciente, Duracdo média
n (%) (Dias) n (%) (Dias)
Edema 21 (100) 15 21 (100) 15
Eritema 21 (100) 4 21 (100) 2
Dor 21 (100) 21 (100) 7,5
Queimadura 21 (100) 2 19 (90) 2
Sensibilidade 19 (90) 14 21 (100) 13
Dorméncia 17 (81) 14 16 (76) 13,5
Sensacéo de aperto 15 (71) 11 17 (81) 14
Prurido 14 (67) 3 16 (76) 4
Equimoses 11 (52) 9 14 (67)
Sangramento local 7 (33) <1 10 (48) <1

2.2.3. Acido ursodesoxicolico

O acido ursodesoxicolico, (3a, 5B, 7B)-3,7-dihidroxi-5-colano-24-oico, UDCA, Figura
1) é um 4cido biliar terciario de dificil determinacdo formado pela epimerizacdo do acido
guenodesoxicolico (DEBRUYNE et al., 2001) e menor constituinte da bile humana (SOLA et
al., 2006). O mesmo é encontrado na forma de pd branco, cristalino, inodoro, de sabor
amargo, pouco sollvel em agua, apresentando boa solubilidade em etanol e &cido acético
glacial e pKa de 5,10 (O'NEIL et al., 2006; NAKASHIMA et al., 2002; ORIENTI et al.,
1999).

O UDCA é utilizado para dissolver célculos biliares - colelitiase, tratar cirrose biliar,
refluxo de bile na gastrite, no tratamento do cancer coloretal (TAY et al., 2007; SETCHELL
et al., 2005; PETRONI et al., 2001), colangite esclerosante primaria (LINDOR, 1997),
prevencdo da pancreatite causada por microlitiases em pacientes com a vesicula biliar intacta
(OKORO et al., 2008) e também em pacientes com hepatite C aumentando o nivel da enzima
alanina aminotransferase (IKEGAMI e MATSUZAKI, 2008). Néo ¢ relatado na literatura se o

UDCA tem efeito sobre gordura subcutanea, mas este também néo é descartado.
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Figura 1: Estrutura quimica do acido ursodesoxicolico.

2.3. Flavonoides

Flavonoides compreendem um grande grupo de compostos naturais polifendlicos de
baixo peso molecular presente em todos os vegetais (AHN et al., 2008). Flavonoides séo
classificados como 1,4-benzopironas consistindo de 2 anéis aromaticos ligados por um anel
pirona heterociclico (HARWOOD et al., 2007). Estes compostos contribuem para a coloracéo
vegetal fornecendo um grande espectro de cores. Ainda, devido as propriedades benéficas a
salde humana, os flavonoides sdo estudados em relagdo a sua composicdo quimica e suas

propriedades bioldgicas (JULLIAN et al., 2007).

2.3.1. Quercetina

Dentre os flavonoides mais comuns na dieta, a quercetina (QUE), encontrada em
frutas, legumes, sementes, vinho e ché, apresenta as propriedades quimicas contidas na Tabela
5. QUE atua no processo de protecdo contra radiacdo UV nos vegetais devido ao seu efeito
antioxidante. Também apresenta atividade bioldgica anti-adipogénica, anti-carcinogénica,
anti-inflamatoria e antiviral (YEN et al., 2011; PRINCE e SATHYA, 2010; AHN et al.,
2008; HARWOOD et al., 2007). Na qualidade de um potente antioxidante, pode agir como
um mediador do estresse oxidativo celular podendo auxiliar na protecdo dos neurénios e no
tratamento de doengas cronicas como Parkinson ou Alzheimer. Entretanto, quando
administrada em solucdo diretamente possui baixa biodisponibilidade ja que é rapidamente
metabolizada no organismo (PRIPREM et al., 2008), sendo necessaria a utilizacao de sistemas
de liberacdo controlada de farmacos, como alternativa, para aumentar a sua biodisponibilidade

e protege-la da degradacao.
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Tabela 5: Parametros fisico-quimicos da quercetina.

Nome comum Quercetina (QUE)

Estrutura quimica

OH 0]
Formula molecular CisH1007 (O'NEIL et al., 2006)
Nomenclatura (IUPAC) 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxicromen-4-ona
Origem Cebola, Magd, Vinho vermelho etc. (PRIPREM et al., 2008)

Peso molecular 302,23

PKa 6,74 (ARSHAD et al., 2009)

(P) 1,82 + 0,32 a 40°C (Tris-HCI pH 7,4 octanol/agua) (ROTHWELL et al., 2005)
Ponto de fuséo 314°C

Alcool: 3,45g/L;
N Acido acet. Glacial: Solavel;
Solubilidade . i
Solugdo aquosa alcalina: Solavel (Amarela);

Praticamente insollvel em &gua;

Complexacéo com ciclodextrinas

Higuchi e Connors
B-CD-QUE: 6,02x10% (pH 7,0 a 30°C)
Keg.y M™ HPPB-CD-QUE: 1,42x10° (pH 7,0 a 30°C)
SBEB-CD-QUE: 4,03x10° (pH 7,0 a 30°C)

(JULLIAN et al., 2007)

Toxicologia e Farmacocinética

160 mg/Kg (oral) — Camundongo

CLs 620 uM (in vitro)- Hepatdcito (2h)
(MORIDANI et al., 2002)
Dose (mg/Kg) 30 (oral) —rato (CHEN et al., 2010)
AUCw (ug-min-ml™) 57 + 6 (plasma) (CHEN et al., 2010)
MRT (min) 149 + 23 (plasma) (CHEN et al., 2010)
ty2 (min) 112 + 31 (plasma) (CHEN et al., 2010)
Nanotecnologia (Lipossomas)
Tipo Classico (PRIPREM et al., 2008)
Bicamada lipidica PC-CH-QUE (2:1:1)
Compartimento aquoso PEG 50% (v/v)

Concentragdo do farmaco 0,1% (p/v)
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QUE pode aumentar o gasto energético celular pelo aumento do consumo de oxigénio
nos midcitos. O mecanismo ocorre através do aumento da expressdo de dois tipos de
diodinases, o qual aumenta o gasto energético pelo aumento da formacgéo de tri-iodotironina
(T3), um hormonio tireoidiano envolvido no metabolismo basal (RAINS et al.,, 2011;
STEWART et al., 2008). Também pode agir diretamente na reducéo do desenvolvimento dos
adipdcitos através de seus efeitos antiadipogénicos e apoptdticos, estes que ocorrem pelo
aumento da expressdo de proteinas quinases AMP-ativadas (AHN et al., 2008). O mesmo
autor observou que a diferenciagdo em pré-adipocitos pode ser afetada de diferentes maneiras
principalmente pela regulacdo da expressdo de fatores relacionados & adipogénese e enzimas.
Finalmente, Ahn et al. (2008) observaram que a quercetina ativa genes de apoptose tais como
Caspase-3, Caspase-9 que sdo mais expressos e blc-2, um gene antiapoptético tem sua
expressao reduzida.

Raylam et al. (2008) também estudaram o mecanismo de acdo de QUE sobre preé-
adipdcitos observando um decréscimo do potencial de membrana pela reducéo da regulacéo
de poli (ADP-Ribose) polimerase, bcl-2 e ativacdo da caspase-3, consequentemente iniciando
um processo de apoptose pela inibicdo da mitogénese celular. QUE também induziu a lipélise
em adipdcitos, pois é potente inibidora de fosfodiesterase, uma enzima que hidrolisa 0 AMPc
com consequente inativacdo da proteina quinase. Devido a inibicdo da atividade da
fosfodiesterase ha um aumento da lipolise no adipécito. Os efeitos de QUE sobre os
adipdcitos em seus diferentes estagios sdo mostrados na Figura 2.

A QUE possui propriedades anti-carcinogénicas em baixas concentragdes (abaixo de
1200 mg/dia), mas os trabalhos publicados sdo controversos, pois a literatura evidencia
inibicdo em tumores do col6n, da mama e aumento de tumores gastrointestinais. Além disso,
ndo foi observada uma inibi¢do da iniciagdo do tumor quando QUE é administrada por via
oral (HARWOOD et al., 2007). O presente autor ndo leva em consideracdo a associacao de
QUE com outros farmacos, pois quando ela ¢ combinada com outros flavonoides como
resveratrol e/ou genisteina 0s mesmos apresentaram efeito positivo para o tratamento de

cancer oral (WALLE, 2005).
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Figura 2: Efeitos da quercetina no ciclo de vida do adipécito, incluindo a inibi¢do da proliferagdo celular durante
0 desenvolvimento dos pré-adipécitos, inducdo de apoptose nos pré-adipdcitos e inducdo de lipdlise em
adipdcitos maduros (Modificado de RAYALAM et al., 2008).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado uma relacdo inversa entre a ingestdo de
flavonoides na dieta e a mortalidade por doenca coronariana. QUE pode oferecer efeitos
cardioprotetores ja que elimina os radicais livres e inibe a peroxidacdo lipidica o que
indiretamente ajuda a manter os niveis de lipideos no coracdo (PRINCE e SATHYA, 2010).
Os mesmos autores observaram estes efeitos benéficos em ratos com problemas cardiacos
através de analises bioquimicas e eletrocardiogramas. Adicionalmente, o potencial anti-

inflamatdrio da QUE é associado a um decréscimo da producao de citocinas inflamatdrias.

2.3.2. Resveratrol

O resveratrol (RES) é uma fitoalexina polifendlica sintetizada por mais de 72 espécies
vegetais (LU et al., 2009): Polygonum cuspidatum (Sieb. et Zuce), a maior fonte natural é
uma planta de porte herbaceo; uva (Vittis spp.); vinho e amendoim (Arachis spp.). Este é
produzido em resposta a um agente estressante como um mecanismo de defesa contra
infecgBes fungicas, virais e bacterianas e dano por radiagdo ultravioleta. Recentemente,
passou a ser vendido em comprimidos como suplemento alimentar (SZKUDELSKA e
SZKUDELSKI, 2010; CADDEO et al., 2008). Os parametros fisico-quimicos do resveratrol

séo apresentados na Tabela 6.
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Nos ultimos anos, o interesse pelo RES aumentou consideravelmente devido as

inimeras aplicagdes bioldgicas. As principais sdo os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios,
cardioprotetores e anticancer ja bem caracterizados (ALBERDI et al., 2011; SZKUDELSKA
e SZKUDELSKI, 2010; BECHMANN et al., 2009; CADDEO et al., 2008).

Tabela 6: Parametros fisico-quimicos do resveratrol.

Nome comum

Resveratrol (RES)

Estrutura quimica

OH
N x O

OH

Formula molecular

C14H 1203

Nomenclatura (IUPAC)

5-[(E)-2-(4-hidroxifenil)etenil]benzeno-1,3-diol

Origem

Uva, Vinho vermelho (SZKUDELSKA e SZKUDELSKI, 2010)

Peso molecular

228,24

PKa

9,30 (ALLAN et al., 2009)

(P)

1,87 a 37°C (PBS 0,05M pH 7,4 octanol/agua);
2,79 a 37°C (Salina 0,05 M pH 7,4 octanol/agua) (KEREM et al., 2006)

Ponto de fusdo

256-257°C

Solubilidade

Agua: 0,03 g/L;
DMSO: 16 g/L;
Alcool: 50 g/L;

Complexacdo com ciclodextrinas

Kegy M

Higuchi e Connors
B-CD-RES: 1,82x10° (pH 7,0 a 25°C)
HPPB-CD-RES: 6,78x10° (pH 7,0 a 25°C);
(LU et al., 2009)

Toxicologia e Farmacocinética

Clso

23,2 UM (in vitro) — Células estreladas hepaticas humanas LX-2 (BECHMANN
et al., 2009)
470 M (in vitro) - Hepatocito (2h)
(MORIDANI et al., 2002)

Dose (mg/Kg)

20 (oral- Camundongo);
225 (subcutdnea — Camundongo)
(ISHIDA et al., 2009)

AUCw (pg-min-ml™)

63 (oral), 5870 (subcutanea)
(ISHIDA et al., 2009)
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32 (oral)
MRT (min) 16700 (subcutanea)
(ISHIDA et al., 2009)
20 (oral)
ty> (min) 451 (subcutanea)

(ISHIDA et al., 2009)

23,2uM (in vitro) - Células estreladas hepaticas humanas LX-2 (BECHMANN et
al., 2009)

Tipo
470 pM (in vitro)- Hepatdcito (2h)
(MORIDANI et al., 2002)
Nanotecnologia (Lipossomas)
Tipo Classico (CADDEO et al., 2008) - 5mL de disperséao
Bicamada lipidica PC-Diacetil fosfato-CH-RES (129:36:26:6,5)
Compartimento aquoso Tris-HCI (pH 7,4)
Concentra¢do do farmaco 6,5 uM

RES é um potente antioxidante in vivo, porque aumenta a sintese de 6xido nitrico
(NO). O papel anti-inflamatério do resveratrol ficou evidente quando o mesmo inibiu a
agregacdo plaquetaria e a acdo de citocinas em células vasculares. RES também inibiu a
expressdo de varios fatores incluindo a interleucina 1P, fatores de necrose tumoral (TNF-a),
lipopolissacarideo (LPS), prostaglandinas e ciclo-oxigenase 2 (COX-2) em baixas
concentracbes (SHAH e PATEL, 2010). Esta resposta anti-inflamatéria do resveratrol é
importantissima para reduzir os efeitos colaterais da necrose produzida pelo SDC.

Estudos tém demonstrado que em baixas concentracdes, RES age como um agente
anti-apoptotico proporcionando cardioprotecdo. Os efeitos anticancer aparecem em altas
doses de RES administradas sob o tecido alvo, reduzindo a expressdao de fatores de
crescimento e aumentando efeitos benéficos contra respostas inflamatérias. ConcentracGes
acima de 50 uM ja induzem apoptose em células cancerigenas (MUKHERJEE et al., 2010;
SHAH e PATEL, 2010). No entanto, o resveratrol sofre rapido metabolismo em seres
humanos, o que limita a disponibilidade desta molécula em 6érgdos distantes do local de
absorcdo para a quimioprevencdo (PRIETO-HONTORIA et al., 2011; SHAH e PATEL,
2010).

Outra importante aplicacdo de RES € a reducdo da adipogénese e da viabilidade dos
pré-adipocitos. Adicionalmente, também aumenta a lipdlise e reduz a lipogénese em
adipdcitos maduros, reduz a sintese de lipideos em figado de rato e adipocitos 3T3-L1, inibe a
proliferacdo em pré-adipdcitos dependentes de SIRT-1 e sinergicamente, em altas

concentragdes, aumenta a producdo de fatores de necrose tumoral-alfa (TNF-a) induzindo
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apoptose em adipdcitos humanos, eventos mostrados na Figura 3 (ALBERDI et al., 2011;
BAILE et al.,, 2011; KIM et al.,, 2011; BAUR, 2010a; b; DAL-PAN et al.,, 2010;
SZKUDELSKA e SZKUDELSKI, 2010). Em resumo, RES parece prevenir a obesidade ao
induzir o metabolismo mitocrondrial oxidativo de &cidos graxos, diminuir a resisténcia a
insulina em camundongos submetidos a uma dieta de alto valor calérico e minimizar a
hiperglicemia em pacientes obesos (DAL-PAN et al., 2010). O mesmo autor também
observou em Iémures (Microcebus murinus) que RES administrado na dieta aumentou a taxa
metabolica no repouso bem como o efeito da saciedade nestes primatas. Szkudelska e
Szkudelski (2010) em uma revisao apresentaram diversos trabalhos com camundongos e ratos
submetidos a dietas com alto teor de gordura e suplementacdo com resveratrol onde se
observou 0 aumento na expectativa de vida, funcdo motora, ganho de peso e alteracdo na
expressao génica. Os animais submetidos a mesma dieta e tratados com resveratrol também
apresentaram reducdo nos parametros lipidicos (triglicerideos plasmaticos e do figado,

colesterol) em relacdo aos animais ndo tratados.

, R Inducio de
Células tronco mesenquimais g | Lipélise

e | ‘)'-L Lipolise
Beoliferacio /.-( ,._{ /.‘ ;—1 6 j
kz ' »

Determinacao “r Apoptose .

Inibicao da
Pré-adipocitos proliferacao celular Inducao de
apoptose
Expansao clonal ‘Q“ Hipertrofia

Inibicao do acamulo ’
de lipideo 'J

Pré-adipocitos ‘ \
Maduros ' Adipocito maduro

Maturacao/Ganho de lipideos

¢

Figura 3: Efeitos do resveratrol no ciclo de vida do adipdcito, incluindo a inibi¢do da proliferagdo celular durante
0 desenvolvimento dos pré-adipécitos, a inibicdo da diferenciagdo e acUmulo de lipideos durante o
desenvolvimento posterior dos pré-adipocitos, inducdo de lip6lise e apoptose em adip6citos maduros
(Modificado de BAILE et al., 2011).

Alguns trabalhos cientificos demonstraram a aplicacdo combinada de resveratrol com
outros flavonoides como a quercetina onde Yang et al. (2008) estudaram os efeitos de QUE
(100 uM) e RES (100 uM) combinados em linhagens de células 3T3-L1 e observaram um
decréscimo no acimulo de lipideos de 73,5 + 0,9% e aumento na apoptose de 310,3 = 9,6%



37
maior que a utilizacdo destes compostos isoladamente. Park et al. (2008) também estudaram
os efeitos combinados de QUE (100 uM), RES (100 uM) e genisteina (50 uM) em adip6citos
jovens e maduros (3T3-L1) provocando apoptose. Nao foi observado este efeito quando os
compostos eram utilizados isoladamente. Hsu e Yen (2006) estudaram os efeitos isolados dos
flavonoides naringenina, rutina, hesperidina, resveratrol, naringina e quercetina sobre células
3T3-L1 onde foi observado inibigdo em 28,3; 8,1; 11,1; 33,2; 5,6 e 71,5% respectivamente.

A patente depositada por Milburn et al. (2007) descreve formulagdes a base de
flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas, chalconas, taninos ou antocianidinas
e nicotinamidas para a prevencdo de uma série de desordens metabdlicas incluindo a
obesidade. Dentre 0s compostos apresentados encontram-se QUE, RES e suas formas
derivadas incluindo também preparacdes lipossomais furtivas (reduz o reconhecimento pelo
sistema imune) utilizando o PEG (1000-5000 Da, 5% mol/%) em escala nanométrica até
micromeétrica. A patente ndo apresenta todos os outros constituintes da formulacéo e suas
respectivas composicoes. Estes lipossomas diferem dos propostos neste trabalho por serem de
longa circulacdo (furtivos) diferente dos de acdo local que possuem composicao e método de
producdo mais simples, além disso, ndo apresentam o desoxicolato de sodio em sua

composicao como surfactante ou farmaco.

2.4. Ciclodextrinas (CDs)

Em 1891, A. Villiers, um cientista francés, isolou uma substancia produzida por
Bacilus amylobacter contendo amido que 0 mesmo denominou de “celulosina”. Depois, o
microbiologista austriaco Franz Schardinger entre 1903 e 1911 descreveu dois compostos
cristalinos — a-dextrina e B-dextrina isolado de sobrenadante bacteriano produzido em amido
de batata. A celulosina descrita por Villers ¢ a $-dextrina descrita por Schardinger. Em 1935,
Freudenberg e Jacobi foram os primeiros a descrever as ciclodextrinas (CDs) como sdo
conhecidas hoje: a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodetrina (y-CD). De
1935 a 1955, Freudenberg, Cramer e colaboradores identificaram a estrutura das CDs, suas
propriedades fisico-quimicas e sua habilidade de formar complexos de inclusdo. Na década de
1970, com o avango dos processos biotecnologicos, foi possivel a producdo de CDs com alto
grau de pureza e baixo custo (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; LOFTSSON e DUCHENE,
2007; DEL VALLE, 2004).

Ao longo do altimo século houve um aumento na utilizagdo das CDs devido ao fato de
serem produtos seminaturais decorrentes de fontes renovaveis (amido) através de conversoes
enzimaticas simples. Milhares de toneladas sédo produzidas ao ano por tecnologias néo

agressivas sob o ponto de vista ambiental; baixo preco; capacidade de formar complexos de
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inclusdo; baixos efeitos secundarios e dependendo da aplicacdo, pode ser ingerida pelo
homem em produtos inddstrias com aplica¢fes farmacéuticas (solubilizantes e estabilizantes),
alimenticia (alterando o odor e o sabor) e cosmética (estabilizantes) (LOFTSSON e
DUCHENE, 2007; VEIGA et al., 2006).

As ciclodextrinas sdo obtidas através da reacdo de transglicosilacdo intramolecular
onde o amido é degradado pela ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase) produzindo
dextrinas ciclicas e aciclicas (SZEJTLI, 1998). Essa enzima possui peso molecular na ordem
de 70-75kD e apresenta uma sequéncia de aminoacidos com similaridade estrutural a a-
amilase (VAN DER VEEN et al.,, 2001). Varios microrganismos catalisam esta reagdo
enzimatica como o Bacillus megaterium, B. circulans, B. stearothermophilus, B. subtilis e
Klebsiella pneumoniae. As CDs que sdo obtidas em maiores porcentagens sao a a-CD, B-CD
e a y-CD, cujas quantidades relativas dependem do tipo de microrganismo e das condi¢cdes de
reacao (VEIGA et al., 2006).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos (Figura 4) derivados do amido com 6
(o-ciclodextrina), 7 (B-ciclodextrina), 8 (y-ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas
por ligagdes a-(1,4) (ZHANG et al., 2009; DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-TOBIAS,
2005; DEL VALLE, 2004). CDs com numero inferior a 6 moléculas de glicose ndo existem
por razBes estereoquimicas, mas CDs com mais de 8 moléculas de glicose ja foram
produzidas (VEIGA et al., 2006). Devido a auséncia de rotacdo livre nas ligac6es glicosidicas
e da conformacdo em cadeira apresentadas pelas moléculas de glicose, as CDs apresentam
uma forma tronco-conica onde as radicais hidroxilas secundarias ligados aos carbonos 2 e 3 e
ocupam a base de maior diametro do tronco, enquanto que as hidroxilas primarias ligadas ao
carbono 6 localizam-se na menor base do tronco. Esta conformacdo faz com que as
ciclodextrinas em solucdo aquosa apresentem um exterior hidrofilico e interior hidrofébico
(DEL VALLE, 2004).

Todas as ciclodextrinas apresentam estrutura cristalina, ndo higroscopica e reduzida
solubilidade aquosa, sdo bastante resistentes em meio alcalino, mas, hidrolisam-se facilmente
em meio acido (DEL VALLE, 2004). A Tabela 7 apresenta as propriedades fisico-quimicas
das principais CDs.

Em geral, as ciclodextrinas mais comuns apresentam baixa toxicidade sendo capazes
apenas de permear membranas bioldgicas, tais como a cornea, se ingeridas por via oral, estas
ndo sdo absorvidas no trato gastrointestinal e ndo apresentam toxicidade, quando
administradas por via parentérica também apresentam baixa toxicidade (BREWSTER e
LOFTSSON, 2007; LOFTSSON e DUCHENE, 2007; DEL VALLE, 2004).
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Figura 4: Estrutura da a-ciclodextrina (1), B-ciclodextrina (2), y-ciclodetrina (3), estrutura tridimensional (4)
(Modificado de VEIGA et al., 2006).

Tabela 7: Propriedades fisico-quimicas das principais ciclodextrinas (Fonte: LOFTSSON e DUCHENE, 2007;
VEIGA et al., 2006; NASONGKLA et al., 2003).

Propriedades a-CD S-CD HPB-CD v-CD
Unidades de Glicose 6 7 7 8
Massa molecular 972 1135 1390 1297
(gmol™)
Solubilidade aquosa 14,5 1,85 >50 23,2
(9/100mL a 25°C)
Diametro interno da cavidade (A) 47-5,3 6,0-6,5 6,0-6,5 75-8,3
Altura da estrutura tronco-conica (A) 79+0,1 79101 ND 79101
Volume aproximado da cavidade 174 262 ND 427
(A%
Formas dos cristais Laminas Paralelogramas ND Prismas
hexagonais monoclinicos quadraticos
pKa (a 25°C) 12,333 12,202 ND 12,081
Constante de difusdo a 40°C (m?/s) 3,443 3,223 ND 3,000

ND = ndo determinado
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2.4.1. Complexos de inclusao

Devido a sua estrutura, as CDs podem ser consideradas capsulas vazias cilindricas
abertas em ambas as extremidades, o que lhe permite a inclusdo de uma enorme variedade de
moléculas organicas em sua cavidade hidrofobica. Neste complexo de inclusdo a molécula
que entra na cavidade é chamada de hospedeira enquanto a ciclodextrina ¢ a molécula
hospede (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; DEL VALLE, 2004).

Uma grande variedade de moléculas pode formar complexos de inclusdo, tais como
indicadores, farmacos, pequenos anions, acidos carboxilicos e alcoois (TAWARAH e
KHOURI, 2000). Estas moléculas ficam ligadas por forcas intermoleculares ndo covalentes
(ANSELMI et al., 2008; AFKHAMI et al., 2006; DEL VALLE, 2004) além destas forgas, o
tamanho e estrutura interferem na incluséo destes compostos (AL-SHERBINI, 2005). Devido
a estas interaces, as propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes podem ser
drasticamente modificadas (HERNANDEZ BALBOA et al., 2008; YANEZ et al., 2004).

Em solucdo aquosa, a cavidade da ciclodextrina estd ocupada por moléculas de agua,
isto é termodinamicamente desfavoravel devido a interacdo polar-apolar. A formacdo do
complexo de incluséo ocorre através do deslocamento destas moléculas de agua da cavidade
da CD pela molécula hdéspede ou por grupos hidrofébicos (Figura 5). Este processo é
termodinamicamente favoravel e contribui para a formacdo do complexo. As principais
interacdes que ocorrem para a formacéo e estabilizacdo do complexo sdo as interacfes de Van
der Waals, pontes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas dependendo da molécula hdspede
(GUNARATNE e CORKE, 2008; JADHAV e VAVIA, 2008; SHANMUGAM et al., 2008;
BREWSTER e LOFTSSON, 2007; CHEN et al., 2004; DEL VALLE, 2004).

Veiga et al. (2006) e Del Valle (2004) descreveram o mecanismo de formacéo de um
complexo de inclusdo: 1. Ocorre a aproximacdo da molécula héspede a molécula de CD; 2.
Acontece a quebra da estrutura da agua existente no interior da cavidade da CD e remocdo de
algumas das moléculas de agua para a solugdo; 3. Em seguida h& quebra da estrutura da agua
em volta da molécula hospede; 4. Ocorre a interacdo dos substituintes da molécula hospede
com 0s grupos existentes na superficie ou no interior da CD; 5. Possivelmente h4 formagao
das pontes de hidrogénio entre a molécula hdospede e a CD; 6. Finalmente ocorre a
reconstrucdo da estrutura da dgua em volta das partes expostas da molécula hospede, apés o

processo de inclusao.

Diversas técnicas sdo utilizadas para a producdo de complexos de inclusdo, as quais
por sua vez tém grande influéncia no composto final obtido (MURA et al., 1999): a co-

precipitacdo € a tecnica mais usada em laboratorio e consiste na adigdo da molécula hospede a
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uma solucéo aquosa de CD (ANSELMI et al., 2008); a complexacéo fluida ocorre pela adicao
do hospede a uma solugdo de CD 50-60% em massa; a complexagdo pastosa € semelhante a
complexacdo fluida com a diferenca de que a CD esta praticamente sélida; na co-evaporagéo,
a solucao aquosa de CD é misturada a molécula hdspede e depois aquecida a 100°C para a
eliminacdo da &gua; a extrusdo € uma técnica onde o hospede e a CD sdo misturadas e
aquecidas continuamente (CHALLA et al., 2005); por fim, na Mistura a Seco, o hdspede e a
CD sdo diretamente combinados (VEIGA et al., 2006; DEL VALLE, 2004).
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Figura 5: Formacdo de um complexo de inclusdo entre a molécula héspede e a ciclodextrina (Fonte: SZEJTLI,
1998).

A andlise dos complexos de inclusdo € realizada por uma grande variedade de
técnicas:  espectrofotométricas  (UV-Vis, fluorescéncia), cromatograficas (HPLC),
eletroquimica e calorimétrica (GHOREISHI et al., 2008; ZHU et al., 2007; GEORGIOU et
al., 1995). Algumas técnicas espectrofotométricas utilizando CDs foram extensamente
utilizadas para aumentar a sensibilidade do analito, no entanto trabalhos utilizando analises
UV-Vis com CDs sdo escassos. O emprego de ciclodextrinas em técnicas UV-Vis tem como
objetivo melhorar a solubilidade e estabilidade das substancias colorimétricas, além de
aumentar a seletividade e sensibilidade desta técnica (DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-
TOBIAS, 2005).

Os complexos de inclusdo tambem podem ser utilizados para a determinacéo indireta
de substancias. Para isso sdo utilizadas técnicas como a Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) (ABDEL-SHAFI, 2007; BREWSTER e LOFTSSON, 2007), a Fluorescéncia (LIU et
al., 2007) e a Espectrofotometria UV-Vis (JADHAV e VAVIA, 2008; ABAY et al., 2005;
KADRI et al., 2005). Este ultimo método, em associacdo com substancias coloridas, tais
como indicadores, apresenta-se como uma alternativa para a determinacdo de substancias com

baixa absortividade molar, onde a substancia compete com o indicador pela cavidade da CD,



42

sendo esta liberada em solucdo e em seguida quantificada. Esta técnica é conhecida como
Reacdo de Complexacdo Competitiva (CADENA et al., 2009; AFKHAMI et al., 2006;
GLAZYRIN et al., 2004).

A determinacdo da constante de equilibrio (K;) da molécula hospede-CD é de suma
importancia, pois esta serve como um parametro para medir as alteracdes fisico-quimicas
ocasionadas pela complexagdo, tais como solubilidade aquosa, reatividade quimica,
absortividade molar e outras propriedades Opticas (dispersao rotatoria optica). Existem varios
métodos para se determinar K.: O método de solubilidade de fases de Higuchi e Connors,
Espectrofotometria UV-Vis de Hildebrand e Benesi, RMN e Modelagdo molecular. Também
é possivel, através de K. determinar os parametros termodinamicos — variacdo da energia livre
de Gibbs (4G), variacdo da entalpia aparente (4H) e a variacdo da entropia apaarente (4S)
(BREWSTER e LOFTSSON, 2007; VEIGA et al.,, 2006; DEL VALLE, 2004; BENESI e
HILDEBRAND, 1949).

A quercetina ja foi complexada a trés tipos de ciclodextrinas (B-CD; HPB-CD e
sulfobutil éter B-CD) sendo seus complexos de inclusdo caracterizados. A complexacdo com
as CDs aumentou a duracédo das propriedades antioxidantes de QUE (JULLIAN et al., 2007).
O resveratrol também foi complexado a dois tipos de ciclodextrinas (B-CD e HPB-CD) com
seus complexos de inclusdo caracterizados. N&o houve diferenca na atividade antioxidante
dos resveratrol livre para o complexado, a complexacdo também aumentou a solubilidade do
resveratrol e sua estabilidade em solucdo (ALLAN et al., 2009; LU et al., 2009). Né&o foi
encontrado na literatura complexos de incluséo da associacdo de QUE e RES.

Sais biliares também ja foram complexados a ciclodextrinas e seus complexos de
inclusdo ja foram caracterizados (CADENA et al., 2009; ORIENTI et al., 1999; VENTURA
et al., 1997). O nucleo esteroide do sal biliar entra na cavidade hidrofébica da ciclodextrina
(CAl et al., 2005), este efeito aumenta a solubilidade aquosa do sal biliar.

Os complexos de inclusdo podem ser aplicados no desenvolvimento de varios sistemas
como lipossomas, microesferas, microcapsulas e nanoparticulas, além dos efeitos mais
estudados como solubilidade e dissolugdo, biodisponibilidade, reducdo da toxicidade e
aumento da estabilidade de farmacos (CHALLA et al., 2005; BIBBY et al., 2000). Dentro
deste contexto, normalmente ciclodextrinas s&o utilizadas com farmacos hidrofobicos
possibilitando a permanéncia na fase aquosa dos Sistemas de Liberac¢do controlada devido ao

aumento da solubilidade. Gilet et al. (2009) encapsularam o complexo de inclusdo
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betametasona-HPy-CD em lipossomas, Lira et al. (2009a) encapsularam o complexo acido

usnico-B-CD em lipossomas.

2.5. Nanotecnologia Farmacéutica

Nanotecnologia pode ser definida como: i. pesquisa e desenvolvimento de tecnologia a
nivel atbmico, molecular ou macromolecular em uma escala de comprimento em torno de 1 a
999 nanbmetros; ii. criacdo e uso de estruturas, dispositivos e sistemas que possuem
propriedades novas e fungdes por causa da sua pequena dimensdo e/ou tamanho
intermediério; iii. capacidade de controlar e manipular na escala atbmica. A nanotecnologia
move-se para 0 centro da atencdo publica devido a sua ampla gama de aplicacbes que trazem
impactos tanto na comunidade cientifica como no mercado. A nanotecnologia pode ser
aplicada nas areas biomédicas, Opticas, eletrdnica, mecéanica, quimica bem como bens de
consumo como alimentos e cosméticos (MU e SPRANDO, 2010; MOZAFARI et al., 2008).

Dentre as aplicacbes da nanotecnologia, a farmacéutica estd envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica.
A microencapsulacdo serviu de modelo para técnicas mais sofisticadas, agora em escala
nanométrica, permitindo o desenvolvimento de nanoparticulas e lipossomas. A descoberta dos
lipossomas nos anos 1960 aumentou a variedade de ferramentas para o desenvolvimento da
nanotecnologia farmacéutica com sistemas lipidicos para vetorizacdo de farmacos (BATISTA
et al., 2007; PIMENTEL et al., 2007).

Ainda, produtos nanotecnoldgicos podem ser utilizados como sistemas de liberacdo
controlada de farmacos o que permite a manutencdo constante das concentragdes do mesmo
nos fluidos corporais dentro da faixa terapéutica bem como reducdo na sua toxicidade, isto
ndo ocorre com sistemas convencionais que frequentemente podem atingir niveis
subterapéuticos ou toxicos nos sistemas bioldgicos (Figura 6). A medicina moderna utiliza
varios sistemas de liberacdo controlada em escala nanométrica como nanoparticulas e
lipossomas, mas estes Ultimos s@o os mais amplamente usados. As principais vantagens séo a
baixa toxicidade, serem biodegradaveis, ndo antigénicos, boa solubilidade e facil preparacéo.
As principais desvantagens séo a estabilidade, esterilizacdo, produgéo industrial com maior

custo do que sistemas convencionais e reprodutibilidade (LASIC, 1993).
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Figura 6: Farmacocinética de um sistema convencional (a) e de um sistema de liberagdo controlada (b)
(Modificado de LOW et al., 2001).

2.5.1. Lipossomas

Desde a observacdo pioneira de Alec Bangham ha& cerca de meio século que
fosfolipideos em solucdo aquosa podem formar estruturas fechadas em bicamadas, 0s
lipossomas tém percorrido um longo caminho para ndo serem apenas mais um objeto de
pesquisas biofisicas e sim tornarem-se um sistema de liberacdo de farmacos com numerosas
aplicacdes (TORCHILIN, 2005). Os lipossomas foram introduzidos como sistemas de
liberacdo na década de 70, mas os resultados iniciais foram decepcionantes devido a sua
instabilidade coloidal e biol6gica, além da instabilidade da encapsulagdo dos farmacos, devido
a isto permaneceu muito tempo sem ser considerado um potencial sistema de liberacdo
controlada. Obviamente estes problemas foram contornados de forma que a partir da década
de 80 comecaram a surgir produtos no mercado (GREGORIADIS, 2008; LASIC, 1998).

Atualmente os lipossomas sdo utilizados nas mais variadas areas do conhecimento,
devido a sua propriedade de simular membranas naturais, incluindo a matematica e a fisica
teodrica (topologia de superficies bidimensionais), biofisica (membranas celulares e canais),
bioquimica (funcdo das proteinas de membrana), biologia (excrecdo celular, funcdo e
sinalizacdo celular, funcdo de genes). Nas aplicacdes, eles podem ser usados como sistemas
de liberacdo controlada para antifungicos, agentes anticancer, vacinas, formulacdes
cosméticas (produtos para pele e shampoo), diagnostico e uso na industria de alimentos
(MOZAFARI et al., 2008; LASIC, 1998).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas (Figura 7), constituidas de uma ou mais
bicamadas concéntricas de lipideos, que isolam um ou varios compartimentos agquosos
internos do meio externo (FANG et al., 2006b; FREZARD et al., 2005; GREGORIADIS e
RYMAN, 1972). Podem ser usados como sistema transportador visando direcionar o farmaco

para a célula alvo e evitar locais indesejaveis onde o farmaco exerca toxicidade com elevada
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biocompatibilidade. Além disso, sdo sistemas altamente versateis, cujo tamanho,

lamelaridade, superficie, composicéo lipidica, volume e composi¢do do meio aquoso interno
podem ser manipulados em funcdo dos requisitos farmacéuticos e farmacolédgicos (BATISTA
etal., 2007; FREZARD et al., 2005).

Figura 7: A. Lipossoma convencional com farmaco solivel em &gua (a) encapsulado no interior aquoso, e
farmaco insoltvel em &gua (b) encapsulado a bicamada lipidica. B. Lipossoma sitio especifico - Imunolipossoma
com o anticorpo covalentemente ligado (c) aos fosfolipideos reativos da membrana, ou hidrofobicamente
ancorados (d) a bicamada. C. Lipossoma de longa circula¢do ou furtivo com um polimero de prote¢do (e) como
0 PEG, que protege a superficie do lipossoma da interagdo com proteinas de opsonizagdo (f). D. Imunolipossoma
furtivo que pode ter simultaneamente o polimero de protecdo e anticorpos fixados a superficie do lipossoma (g)
ou, preferencialmente, a extremidade distal do polimero (h). E. Lipossoma de nova geracdo, a superficie pode ser
modificada (separadamente ou simultaneamente) por diferentes maneiras. Entre essas modificagdes sdo: Ligacdo
do polimero de protecdo (i) ou polimero de protecdo e ligante alvo, como um anticorpo (j), incorporacdo de
rétulos de diagndstico (k), incorporacéo de lipideos carregados positivamente (1), permitindo a complexa¢do com
DNA (m), incorporacdo de lipideos sensiveis a estimulos (n), ligagdo de polimeros sensiveis a estimulos (0),
ligacdo de peptideos (p), incorporagdo de componentes virais (q). Além do farmaco, lipossomas podem ser
carregados com particulas magnéticas (r) para sensores magnéticos de segmentacdo e / ou com ouro e particulas
de prata (s) para microscopia eletronica (Fonte: TORCHILIN, 2005).

Os lipossomas convencionais sdo compostos de fosfolipideos e colesterol, podendo
possuir carga negativa ou positiva proveniente de outros fosfolipideos ou surfactantes para
evitar a agregacdo das vesiculas, aumentando a estabilidade da dispersdo. In vivo, 0s
lipossomas convencionais sdo reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear, sendo
entdo, rapidamente removidos da circulagcdo o que limita sua aplicacdo a locais especificos,
mas ndo inviabiliza a aplicacdo destes. Os lipossomas sitio-especificos sdo direcionados por
possuirem ligantes acoplados em sua superficie, que conferem seletividade para distribuir o
farmaco encapsulado no sitio de acdo desejado. A superficie destes lipossomas é modificada
permitindo a conjugacdo com anticorpos e peptideos. Lipossomas de longa circulagdo ou

furtivos possuem revestimento em sua superficie como os polimeros hidrofilicos sintéticos ou
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naturais, especificamente os polietilenoglicois (PEG) prevenindo o reconhecimento e
consequente associagdo com as opsoninas no plasma, desse modo, reduzindo o processo de
reconhecimento molecular e a captura pelas células do sistema fagocitario mononuclear
(LIRA et al., 2009b; BATISTA et al., 2007; TORCHILIN, 2005).

Diversos parametros fisico-quimicos sdo utilizados para a caracterizacdo dos
lipossomas como a medida do tamanho da vesicula dividindo os lipossomas em GUV (giant
unilamellar vesicles) — vesiculas unilamelares gigantes em escala micrometrica (10-100 um);
MLV (Multilamellar large vesicle) — vesiculas grandes (0,5-10 um) em escala micrométrica
com varios compartimentos aquosos; LUV (Large unillamelar vesicle) — vesicula grande (500
nm =~ 1 pum) em escala micrométrica com um unico compartimento aquoso; SUV (Small
unillamelar vesicle) — vesicula em escala nanométrica (20 = 150 nm) com um Unico
compartimento aquoso (Figura 8) (BIBI et al., 2011; BATISTA et al., 2007; MAESTRELLI
et al., 2006). Outro parametro importante € o indice de polidispersdo (PDI), este é uma
medida estatistica do erro relativo entre o ajuste da curva e os valores experimentais, 0 que
caracteriza a homogeneidade das dispersdes coloidais. Valores de PDI superiores a 0,7
indicam que a amostra tem uma distribuicdo de tamanho muito grande. Portanto, resultados

que revelam baixo PDI indicam homogeneidade na formulacdo (CADDEO et al., 2008).

Figura 8: Classificacdo dos lipossomas quanto ao tamanho e nimero de lamelas, maiores informagdes no texto
(Modificado de TORCHILIN, 2005).

Outro parametro a ser medido é o potencial zeta que € um bom indice da magnitude de

interacdo das forcas de repulsdo entre as vesiculas, € comumente usado para avaliar a
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estabilidade de uma dispersdo. Se as vesiculas apresentarem um grande potencial zeta,
negativo ou positivo, ocorre repulsdo e a formulacdo serd estavel. Dispersfes com baixo
potencial zeta, a forca de repulsdo entre as vesiculas serd baixa, consequentemente ocorrera
agregacao e instabilidade da dispersdao (CADDEO et al., 2008).

Um dos métodos de preparacdo dos lipossomas MLV’s é a hidratacdo do filme
lipidico (Figura 9). Os lipideos sdo primeiramente dissolvidos em solventes organicos,
seguido da evaporacédo do solvente com consequente formacao do filme lipidico. A hidratacéo
deste Gltimo pode ser efetuada com agua ou solucdo tampdo, sobre agitacdo magnética
vigorosa, promovendo a formacdo da dispersdo de lipossomas multilamelares (BATISTA et
al., 2007; LASIC, 1993). Isto ocorre devido a capacidade natural dos fosfolipideos de formar
complexos agregados para proteger suas porcdes hidrofébicas das moléculas da agua,
mantendo apenas 0 contato com estas com suas porcdes hidrofilicas. Quando determinada
guantidade de energia é fornecida a estes agregados, sdo obtidas vesiculas com bicamadas
lipidicas (MOZAFARI et al., 2008). O farmaco a ser encapsulado pode ser dissolvido na
mistura lipidica (lipofilicos) ou incorporado na solucdo tampdo (hidrofilico). A producdo de
SUV’s, obtida por sonica¢ao da dispersdo, envolve a entrada de uma grande quantidade de
energia (Figura 10), a sonda é imersa na dispersdo lipossomal, ou indiretamente, a amostra

contida em um béquer é imersa em um banho de ultrassom (LASIC, 1993).

Sonicador

- Dispersao
© lipossomal ~._ N\ _. Banho de
ultrassom

Controle de
Temperatura

Figura 9: Apresentagdo esquematica dos tipos de sonda: direta onde o sonicador é imerso na dispersao

lipossomal e indireta onde a disperséo é exposta a um banho de ultrassom (Modificado de LASIC, 1993).
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Figura 10: Apresentagdo esquematica da formagdo de MLV’s pelo método de hidratacdo do filme lipidico.
Linhas indicam as camadas de fosfolipideos. Na parte direita de cada imagem € possivel ver o crescimento de
camadas de fosfolipideos adjacentes. Setas em 2a e 3b mostram a dire¢do preferencial de migracdo das
moléculas lipidicas (Fonte: LASIC, 1993).

Os lipossomas vém sendo administrados por diversas vias, como oral, parenteral ou
topica (MAESTRELLI et al., 2006). Esta ultima est4 associada a uma série de modernos
produtos cosméticos relacionados a nanotecnologia (MULLER et al., 2007; GOMEZ-HENS e
FERNANDEZ-ROMERO, 2006), como hidratantes, produtos capilares e maquiagens. Por
exemplo, os lipossomas antienvelhecimento baseados em formulagbes topicas (cremes,
loces, géis e hidrogéis) foram formulados para o mercado de cosméticos desde 1986 pela
L'Oreal na forma de niosomas e Christian Dior formulou sob a forma de lipossomas (Capture
™), Lipossomas sdo usados em aplicagdes cosméticas ou transdérmicas com a expectativa de
que seu uso ira resultar em um aumento da concentracdo de agentes ativos (vitaminas A, E e
Co0Q10) na epiderme com nenhuma toxicidade aguda ou crénica (MU e SPRANDO, 2010).
Lipossomas também podem ser usados em adesivos para a pele como reportado por Souto et
al. (2008).

2.5.2. Lipossomas elésticos
Surfactantes néo ibnicos, catidnicos, aniénicos e zwiterionicos incluindo neste grupo
sais biliares, como desoxicolato de sédio e o colato de sdédio, podem ser utilizados como

agentes tensoativos na formacdo de lipossomas, estes sé&o conhecidos como lipossomas
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elasticos ou transferossomas® como inicialmente descritos por CEVEC (GILLET et al., 2009;
CEVC, 2000; CEVC et al.,, 1997; CEVC e BLUME, 1992). A principal vantagem dos
lipossomas elasticos é a sua elevada adaptabilidade devido a uma bicamada flexivel
permitindo que os mesmos penetrem intactos (Figura 11) pelos espacos entre as células
(GILLET et al., 2011) ou barreiras permeaveis. Apesar da presenca do SDC como
constituinte, estes lipossomas ainda ndo foram aplicados na dissolugdo de gorduras
subcutaneas.

Esta elevada adaptabilidade, segundo Gillet et al. (2009), apresenta-se como uma
vantagem para a utilizacdo destes lipossomas por via topica, pois uma das principais barreiras
do organismo é o estrato cérneo. Nesta ultima, hd uma melhor liberagdo do farmaco devido a
forga motriz fornecida pelo gradiente osmotico entre as camadas externa e interna do estrato
corneo (CEVC e BLUME, 1992).

Figura 11: Esquema demonstrando a passagem de um lipossoma elastico (preto) por uma barreira permeavel. O

lipossoma classico (azul) ndo consegue penetrar esta barreira.

2.5.3. Administracao de lipossomas por via subcuténea

O tecido adiposo é um tipo especial de tecido conjuntivo com a presenca dos
adipdcitos, este tecido € o maior depdsito corporal de energia sob a forma de triglicerideos.
Abaixo da derme, em algumas partes do corpo, existe o tecido subcutaneo (Figura 12) ou
paniculo adiposo que possui uma camada variavel de tecido adiposo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). A via de administragdo subcutanea (S.C.) é utilizada com frequéncia
para farmacos que ndo irritam o tecido, pois pode ocorrer dor intensa, necrose e descamacéo
tecidual. A taxa de absorcdo de um farmaco por esta via costuma ser suficientemente

constante e lenta para oferecer um efeito prolongado. Esta via € utilizada para absorcéo de
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farmacos em pellets sob a pele que ocorre lentamente durante semanas ou meses de forma
eficaz (GOODMAN e GILMAN, 2003).

Em relacdo aos lipossomas, a administracdo pela via S.C. pode apresentar vantagens
tais como: 1. Propiciar a administracdo de altas concentracdes do farmaco encapsulado,
comparada a forma livre, sem efeito nocivo; 2. Protecdo dos tecidos adjacentes da toxicidade
de farmacos encasulados (OUSSOREN et al., 1998). A via S.C. j& foi bastante estudada e hoje
se sabe que até mesmo alteragdes no local de injecdo podem provocar efeitos diferentes
daquele desejado, a anatomia do local também influencia na acdo das formulacGes
lipossomais (OUSSOREN et al., 1997b).

O tamanho do lipossoma é o fator mais importante para a permanéncia do mesmo no
local de injegdo. Apenas pequenos lipossomas (< 100 nm) ou neutros parecem entrar nos
capilares linfaticos do tecido subcutaneo, pois se deslocam através do intersticio enquanto que
lipossomas maiores tendem a permanecer no local da injecdo (Figura 13) (DE ARAUJO et al.,
2003; OUSSOREN e STORM, 2001; OUSSOREN et al., 1997a). Provavelmente ocorre
devido a um aumento da pressdo intersticial no local da inje¢éo provocando a permanéncia ou
até mesmo a agregacdo de lipossomas levando a formacdo de grandes agregados
(OUSSOREN e STORM, 2001).
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Figura 12: Representagdo esquematica de uma seccgdo transversal da pele humana mostrando as diferentes

camadas celulares e apéndices (Modificado de EL MAGHRABY et al., 2008).

Também foi observado que lipossomas pequenos parecem obter mais éxito para

atingirem os linfonodos de acordo com QOussoren et al. (1997a). Os mesmos autores também
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concluiram que a composicéo lipidica da bicamada néo influencia na absorcéo linfatica com
uma excecdo — lipossomas neutros contendo DPPC que parecem servir de sinal para a
captacdo destes pelos macrofagos presentes nos linfonodos (OUSSOREN e STORM, 2001).
A via S.C. necessita de injecOes frequentes para a manutencdo dos niveis terapéuticos
(ANDRADE et al., 2004), desta forma os sistemas de liberagdo controlada de farmacos
aparecem como uma alternativa viavel para a reducdo na quantidade de aplicagdes. A
concentracdo de constituintes lipidicos lipossomais influencia na permanéncia da formulacéo
no local de injecdo, principalmente na faixa de 10-10* nmol de lipideos por rato. A
quantidade de lipideos recuperados do local de injecdo bem como a recuperada nos linfonodos
aumenta linearmente com a dose administrada (OUSSOREN e STORM, 2001).

@ ® Capilar linfatico @ *

S.C. Local de injecdo @ ®
Grandes lipossomas @

Pequenos Lipossomas

® o
® ®
o Farmaco livre ®
L
° @ Capilar sanguineo 2] ®

Figura 13: Representacdo esquematica da absorcédo linfatica de lipossomas injetados por via subcutanea. Apés
S.C., lipossomas injetados ndo tem acesso direto a corrente sanguinea devido a permeabilidade do capilar que é
restrita a agua e pequenas moléculas. Em vez disso, lipossomas podem ser absorvidos pelos capilares linfaticos
sendo drenados do local de injecdo. A absorcédo linfatica depende fortemente do tamanho dos lipossomas.
Lipossomas pequenos (< 100 nm) podem entrar nos capilares linfaticos e se acumulam nos ganglios linfaticos
regionais. Lipossomas maiores permanecem no local de injecdo e lentamente se desestabilizam e se degradam ao
mesmo tempo liberando o farmaco encapsulado. Com a liberagdo, o farmaco pode entrar na circulagdo
sanguinea. Pequenos farmacos com peso molecular < 16 kDa podem entrar no compartimento sanguineo
passando através dos poros das paredes do capilar, as moléculas maiores sdo transportadas principalmente pelo

vasos linfaticos (Modificado de OUSSOREN e STORM, 2001).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Esta Tese tem por objetivo o desenvolvimento de metodos analiticos para a

determinacéo de sais biliares complexados a ciclodextrinas e, a obtengcdo de uma formulagéo

lipossomal em escala nanométrica contendo desoxicolato de sodio, quercetina e resveratrol

livres e/ou complexados a ciclodextrinas.

3.2. Especificos

Produzir e caracterizar um complexo de inclusdo ciclodextrina-acido desoxicolico e
ciclodextrina-acido ursodesoxicolico;

Validar um método simples de deteccdo dos &cidos desoxicolico e ursodesoxicolico;
Obter e caracterizar lipossomas contendo desoxicolato de sddio, quercetina e
resveratrol livres e/ou complexados a ciclodextrinas;

Estudar os efeitos das concentracGes dos constituintes lipossomais das formulacdes
acima obtidas;

Analisar os parametros fisico-quimicos dos lipossomas;

Determinar a eficiéncia de encapsulacédo de todas as formulagdes lipossomais;

Realizar ensaios de estabilidade acelerada e de longa duracéo dos lipossomas contendo
os farmacos encapsulados;

Estudar a cinética de liberacéo in vitro dos farmacos a partir dos lipossomas.
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ABSTRACT

The simple and low cost B-cyclodextrin (3-CD)-phenolphthalein (PHP) inclusion complex was used for
both the study of physical-chemical parameters and validation of analytical procedures for deoxycholic
acid (DCA) and ursodeoxycholic acid (UDCA) determinations in different formulations. The usefulness of
this inclusion complex is proposed either in the form of kit reagent and as an original optical sensor for
DCA and UDCA. The results showed that temperature had a negative effect on the equilibrium constant
resulting in high negative values of enthalpy and positive values of entropy. The half-life values for
DCA and UDCA measurements were 68.71 and 294.71 days, respectively. The method was validated
showing limits of detection and quantification of 4.92 x 10-> molL~! and 1.64 x 10~* mol L~! for DCA,
1.14 x 10> mol L~ and 3.79 x 10-> molL~! for UDCA, respectively. The developed optical sensor also
showed response linearity, ease of implementation and potential application in fast screening tasks even

Inclusion complex out of the laboratory.
Phenolphthalein

Optical sensor

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Besides playing animportant physiological role in biological sys-
tems some bile acids such as the deoxycholic acid (DCA), are also
employed to enhance oral availability of biodegradable nanoparti-
cles (Samstein et al., 2008), as choleretic agent in liver dysfunctions
(Rodriguez et al., 2000), as N-(2-dimethylamino)ethyl derivatives
in malaria treatment (Terzic et al., 2007) and in several cosmetic
preparations (Valenta et al., 1999). Injection lipolysis for sub-
cutaneous application primarily aiming cosmetic proposes were
initially used in Brazil. They were based on a mixture of phos-
phatidylcholine and DCA as major active components (Duncan
et al., 2009; Rotunda et al., 2004), being lately replaced by formu-
lations containing only DCA (Rotunda and Kolodney, 2006; Yagima
Odo et al., 2007). However, due to the associated health risks
both of them have been forbidden by national sanitary authorities
like ANVISA (the Brazilian National Health Surveillance Agency)

* Corresponding author at: Lab. de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universi-
dade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Prof. Moraes Rego, s/n 50780-901 Recife,
Pernambuco, Brazil. Tel.: ++55 81 2126 8484, fax: +55 81 2126 8485.

E-mail address: pabyton@yahoo.com.br (P.G. Cadena).

0009-3084/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
do0i:10.1016/j.chemphyslip.2010.11.004

and FDA in US. Another important bile acid, the ursodeoxycholic
acid (UDCA) is also used in the treatment of primary biliary cir-
rhosis, primary cholangitic sclerosis (Lindor, 1997), cholelithiasis
(Petroni et al., 2001), to prevent the relapse of acute pancreatitis
caused by microlithiasis (Okoro et al., 2008) and to reduce ala-
nine aminotransferase levels in hepatitis C (Ikegami and Matsuzaki,
2008).

Due to stated applications of both bile acids, a variety of meth-
ods are routinely used to measure their content in pharmaceutical
formulations, such as: electrochemical (voltammetric), fluorimet-
ric or spectrophotometric (Arias De Fuentes et al., 2000), HPLC
(Scalia et al., 1989) and micellar electrokinetic chromatographic
(Rodriguez et al.,2000). Nevertheless, each of one has its own disad-
vantage (Arias De Fuentes et al., 2000; Lin et al., 2003) which added
to complexity of the samples treatment turn difficult the “in loco”
control by national sanitary authorities thus usually addressing the
formulation or cosmetic sample into the laboratory for further pro-
cessing and analysis. The research about validated simple and low
cost methods for measurement of bile acids in commercial formu-
lations can be also useful for screening tasks during technological
development replacing expensive technologies more difficult to
access in developing countries. In this way, inclusion complexes
formed between cyclodextrins and indicators provide the basis
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for simplified methods of measurement of hydrophobic molecules
such as is the case of bile acids (Cadena et al., 2009).

The important property of cyclodextrins (CDs) - cyclic oligosac-
charides with six (a-), seven ([3-) or eight (y-) glucose residues
linked by a-(1-4) glycosidic bonds (Yanez et al., 2004) - and their
numerous derivatives is the ability to form inclusion complexes
with inorganic and organic guests (Brewster and Loftsson, 2007).
Concomitantly, inclusion in cyclodextrins exerts a profound effect
on the physicochemical properties of guest molecules such as sol-
ubility, chemical stability, absorption and bioavailability (Zhang
etal.,2009). Guests reaction with CDs by competitive complexation
with indicators has been used to assess the respective equilibrium
constants (Kc) and other related thermodynamic parameters due to
the fails in the direct determination of the complex. For example,
phenolphthalein (PHP) is a typical acid/base indicator that forms a
colourless 1:1 inclusion complex with 3-CD and by this used in indi-
rect determinations of other colourless compounds by competitive
complexation reaction (Afkhami et al., 2006; Glazyrin et al., 2004).

Herein, the temperature dependence of the equilibrium con-
stants of the PHP-, DCA- and UDCA-B-cyclodextrin were used
to obtain thermodynamic parameters, i.e. the free energy change
(AG), the enthalpy change (AH) and the entropy change
(AS). The usefulness of the obtained data is evidenced in the
subsequent validation of analytical procedures based on the (3-
cyclodextrin-phenolphthalein (3-CD-PHP) inclusion complex as
kit reagent or optical sensor both providing rapid, inexpensive and
simple alternative method for “in loco” measurements and fast
screening.

2. Experimental
2.1. Materials

Analytical grade chemicals without any further purification
treatment and double deionised water were used thoroughly.
B-cyclodextrin was obtained from Fluka (Steinheim, Germany).
Phenolphthalein, deoxycholic acid (sodium salt) and ursodeoxy-
cholic acid were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).
Absorption spectra were collected from a Pharmacia Ultrospec
3000pro UV/Vis spectrophotometer using 1-cm path length quartz
cells. Statistical evaluations were carried out by Statistica software
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) and the images were analysed by trial
version of Adobe Photoshop CS2 software (Adobe Systems, USA).

2.2. Methods

2.2.1. Preparation of analytical reagent

The co-precipitation technique (Del Valle, 2004) enabled to
prepare the inclusion complexes in batch conditions using the
following solutions: 1 mL of phenolphthalein solution, 1 mL of car-
bonate buffer solution (pH 10.5; 150 mmolL~!) (Afkhami et al.,
2006)and 1 mL of 3-CD solution. For having a homogeneous system
the mixture was vigorously mixed after each solution addition (the
order did not interferes in the result), then readily transferred into
a dark flask and kept at room temperature (25 °C). Humidity and
temperature effects were considered neglected because all exper-
iments and kit storage were performed in the same acclimatized
room.

2.2.2. Development of the method (kit reagent)

The competitive inclusion complexes above obtained were just
homogenized with either 1 mL of water (control) or 1 mL of bile
acid solution (sample). The positive control to study the absorbance
of the phenolphthalein was made using 1 mL of PHP solution, 1 mL
carbonate buffer (pH 10.5; 150 mmol L-!) and 2 mL of water, which

was strongly mixed after each solution addition. The blank solution
was composed of 1 mL the same buffer plus 3 mL of water.

Absorption spectra were obtained at pH 10.5, containing
1.55 x 10~4 mol L1 phenolphthalein (PHP) and different amounts
of B-cyclodextrin (3-CD), 3.88 x 10~ up to 6.20 x 10~4 mol L1, at
25°C. Spectra for DCA analysis were carried out using 4.38 x 10~
up to 7.0 x 104 molL-! DCA solutions and 3-CD-PHP complex
in the fixed proportion of 6.2 x 10~4:1.55 x 10~4molL-'. In turn,
for UDCA analysis 1.19 x 10~ up to 1.9 x 10~4mol L~ solutions
of this bile acid were assayed with the [3-CD-PHP complex
(3.1 x1074:7.75 x 10> mol - 1).

Temperature effect was assessed in the range from 10 up to 55 °C
for the 8.75 x 10> up to 1.40 x 10~3 molL-! DCA and 2.38 x 10~>
up to 1.9 x 10~*mol L-! UDCA concentrations, while keeping pH
constant at the value of 10.5.

The effect of the ionic strength on inclusion complex forma-
tion with DCA or UDCA and [3-CD was examined in the range from
0.11 up to 0.40 using 3-CD-PHP - 6.2 x 10-4:1.55 x 104 mol L~!
for DCA and 3.1 x 10-4:7.75 x 10> mol L~! for UDCA, according to
Wang et al. (2007).

Storage stability of the kit reagent developed was evaluated
by maintaining two solutions of this complex at 25°C during 60
days in dark flasks. At defined time intervals, samples were with-
drawn from each of one for testing with solutions containing
7.0 x 10~ mol L' of DCA and 1.9 x 10~4mol L~ of UDCA, respec-
tively.

2.2.3. Validation of the method (kit reagent)

The methodology used to validate the determination of DCA
and UDCA followed the procedures presented by the EMEA (Euro-
pean Medicines Agency - CPMP/ICH/381/95) and ANVISA (Brazilian
National Health Surveillance Agency — RE 899, May 2003).

Absorbances vs. concentration linearity was evaluated using
authentic solutions of each bile acid and from them 10 samples at
therange 8.3 x 1076 upt03.36 x 10-3 molL~! for DCAor 8.0 x 10-6
up to4.0 x 104 mol L~ for UDCA were measured. Assays with each
solution were performed in triplicate. At the experimental condi-
tions previously established, the linearity of the calibration graphs
were validated for both bile acids by the least squares method and
the one-way analysis of variance (ANOVA) for p <0.05.

Standard curves were then established to £20% over the spec-
ified range, 5.6 x 10~ up to 8.4 x 10~*molL-! for the DCA and
from 1.52 x 10~% up to 2.28 x 10~4 mol L~! for the UDCA, respec-
tively. Therefore, results of the triplicate assays at five different
concentrations were considered.

For evaluation of the repeatability, three concentrations of
the DCA (5.6 x 1074, 7.0 x 104 and 8.4 x 10~4 mol L-1) and UDCA
(1.52x 1074, 1.9 x 10~* and 2.28 x 10~* molL~!) were assayed in
nine determinations (3 concentrations/3 replicates).Intermediate
precision was assessed with solutions of the same concentration in
a 22 full factorial design considering different analysts and equip-
ments (Pharmacia Ultrospec 3000pro and Micronal B582). The limit
of detection was defined as C; =3.3Sg/m, where C;, Sg, and m are
respectively the limit of detection, standard deviation and slope,
also the same approach was applied for the limit of quantification
defined by C; o =10Sg/m.

Accuracy was established by comparison of the concentrations
found in pharmaceutical formulations: Injectable Phosphatidyl-
choline formula (Rotunda et al., 2004) - phosphatidylcholine 5%
(w/v), deoxycholic acid (sodium salt) 4.75% (w/v), benzyl alcohol
0.9% (v/v), water 100 mL; injectable deoxycholate formula (Yagima
Odo et al., 2007) - deoxycholic acid (sodium salt) 2.5% (w/v), ben-
zyl alcohol 1% (v/v), propylene glycol 10% (v/v), water 100 mL;
Ursacol® - Ursodeoxycholic acid 300mg and excipients (lac-
tose, povidone, crospovidone, magnesium stearate) with the ones
obtained for standardized solutions of DCA (5.6 x 104, 7.0 x 10~4
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Fig. 1. Absorption spectrum of phenolphthalein (PHP - 1A) (1.55x 10 4molL-!) at pH 10.5 in different B-cyclodextrin (3-CD) concentrations (3.88 x 1073
up to 6.20 x 10~*molL~'). Determination of (4.38x10~> up to 7.0x 10~*molL~!) deoxycholic acid (DCA - 1B) by the inclusion complex of B-CD-PHP
(6.2x1074:1.55 x 1074 molL~1) and (1.19 x 107> up to 1.9 x 10~* molL~') of ursodeoxycholic acid concentrations (UDCA - 1C) by the inclusion complex of 3-CD-PHP

(3.1x1074:7.75x 10> mol L 1).

and 8.4x10~4molL~1) and UDCA (1.52 x 104, 1.9x 104 and
2.28 x 10~4molL-1) in nine determinations (3 concentrations/3
replicates).

The robustness was evaluated based on the variations in the
analytical conditions, such as pH (10.3-10.7) and water (distilled,
deionised, double deionised), using different settling conditions for
each variation.

2.3. Optical chemical sensor for bile acids

Optical chemical sensor strips were implemented using
2cm x 3.5 cm Bristol-paper strips afterwards soaked for 2 min in
5mL of 1% (w/v) sodium alginate gel containing the [3-CD-PHP
inclusion complex (6.2 x 1074:1.55 x 10~ molL-! for DCA and
3.1 x 1074:7.75 x 10~> mol L-! for UDCA) and finally dried for 24 h
(25°C). Later, 20 wL of DCA (1.68 x 10~3 up t0 8.40 x 10~3 molIL1)
or UDCA (4.56x 104 up to 2.28 x 103 molL-1) solution was
added. Colour changes were evaluated using a scanner (Model HP
5590) for obtaining images with 600dpi definition. All the images
were downloaded to a computer, each image was converted to 8-bit
grayscale by Adobe Photoshop software and the arithmetic mean
of pixel intensity within each test zone was used to quantify the
colorimetric response by the observed RGB (red, green, and blue
colour system) values of digital images (Yang et al., 2007). Finally,
the background-corrected response was calculated by subtraction
of the each sample and control (without bile acids) values (Martinez
et al,, 2008a).

3. Results and discussion
3.1. Development of the method (kit reagent)

The spectral changes obtained for phenolphthalein solutions in
the presence of different 3-CD concentrations are shown in Fig. 1A.
Phenolphthalein interacted with the 3-CD in alkaline pH causing a
decrease of more than 95% in the absorption band at the wavelength
of 553 nm. The ionised red form of PHP was forced into [3-CD cavity,
forming its colourless lactone structure without protonation of the
phenolic groups (Afkhami et al., 2006). Spectra of phenolphthalein
solutions with increasing amount of 3-CD revealed a proportional
decrease of the free PHP up to concentration of 6.2 x 10~ mol L~!
at pH 10.5 resulting in the ratio of 1:4 for PHP:3-CD. Higher con-
centrations of 3-CD did not cause additional observable decrease
in absorbance. However, the addition of bile acids forced the PHP
leaves the cavity of B-CD molecules returning to its ionised red
form in the alkaline solution (Fig. 1B and C). Thus, the extent of the

solution colour change can then be easily determined by standard
curve of the free PHP and the corresponding concentration related
with the amount of bile acid.

The effect of temperature on the absorbance of solutions con-
taining the complexes with PHP, DCA and UDCA is presented in
Fig. 2, where can be observed that with the increase of tempera-
ture an increase in absorbance was induced. Similar findings were
previously described by Zarzycki and Lamparczyk (1998) being this
effect caused by destabilization of the complex (Del Valle, 2004),
with consequent phenolphthalein release. Hence, it becomes dif-
ficult to distinguish between the absorbance increase caused by
an increase in the bile acid affinity by the 3-CD cavity or the sim-
ple destabilization of the inclusion complex. For this reason, the
temperature for the following studies was fixed at 25°C, once it
was enabled in both extended absorbance range for free PHP and
[3-CD-PHP inclusion complex, and there was no significant differ-
ences for robustness (p <0.05 by Turkey’s test) working between
20 and 30°C.

The equilibrium constants (Kcy.1 bile acid/cyclodextrin) for the
[3-CD-PHP, 3-CD-DCA and 3-CD-UDCA inclusion complexes were
obtained by means of the Benesi-Hildbrand plot (Abdel-Shafi,
2007; Benesi and Hildebrand, 1949) according to Egs. (1) and (2):

[B-CD-PHP]

PHP + B-CD = B-CD-PHP, Kc = [PHPIB-CD]

(1)

2.4+
2.1
1.8
1.5
1.2
0.9
0.6

=
—s—PHP
—e—PHP + R-CD
—a—PHP + &-CD + DCA
o —v—PHP + B-CD + UDCA

Absorbance (553nm)
]
1\*\
N:‘

0.3+

0.0 — 77—
10 20 30 40 50 60
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Fig. 2. Temperature effect (10-55°C) on the phenolphthalein (PHP); 3-CD-PHP
inclusion complex (6.2 x 10~4:1.55 x 10~4 mol L-!) formation and complex interac-
tion with deoxycholic (DCA - 7.0 x 104 mol L-!) and ursodeoxycholic acids (UDCA
-1.9%x 104 molL1).
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Table 1

Equilibrium constants (Kc) of the inclusion complexes: B-cyclodextrin-phenolphthalein (3-CD-PHP) without or with the deoxycholic acid (DCA) or ursodeoxycholic acid

(UDCA) at different temperatures and the thermodynamic parameters.

Inclusion complexes T Kc AG AH AS

(K) (x10%Lmol-1) (kJmol-1) (kjmol-1) (Jmol-1K-1)
B-CD-PHP 298 1.7(+0.1) —2.4(+0.2) ~16(%1) 26(+3)

308 1.4(+0.1) ~2.5(+0.2) - -

318 1.17(40.07) ~2.5(+0.2) - -

328 0.93(+0.04) ~2.5(+0.1) - -
B-CD-DCA 298 2.60(+0.01) ~2.53(+0.01) ~10(£1) 50(+5)

308 2.39(+0.01) ~2.59(40.01) - -

318 2.12(+0.01) —2.64(40.01) - -

328 1.77(+0.01) ~2.68(+0.01) - -
B-CD-UDCA 298 2.81(+0.01) ~2.55(+0.01) ~13(£1) 43(+3)

308 2.43(+0.01) ~2.59(40.01) - -

318 2.13(+0.01) —2.64(+0.01) - -

328 1.76(40.01) ~2.67(40.01) - -

1 1 N 1 2) Apparent free energy change (AG) was obtained according to
A—Ap a aKc[B-CDg] the Eq. (8):

where A and Ag are the absorbances of PHP in the presence and
absence of 3-CD, respectively, a is a constant related to the molar
absorption coefficient changes, and [(3-CDg] is the initial concen-
tration of [3-CD. Yuexian et al. (2005) described the competitive
complexation equilibrium constant (Kcq.1 ) between amino acid and
methyl orange that can be applied for Kc determination between
DCA or UDCA with B-CD by Egs. (3)-(6):

B _ [B-CD-DCA]

DCA +B-CD = B-CD-DCA, - Kepea = (peajip-cD] ®
B _ [B-CD-UDCA]

UDCA + B-CD = B-CD-UDCA, Kc.ypca = [UDCAJ[B-CD] )

[B-CDo] —[CD]

Keer = [CDY([BAT, - [B-CDo] + [CD])

(5)

where [BA], represented the initial concentration bile acid. Kcga
represented the equilibrium constant of bile acid-3-CD, [CD] was
the uncomplexing [3-CD concentration when bile acid, PHP and 3-
CD coexisted in solution and it was related to the absorbance variety
of phenolphthalein in solution. [CD] could be obtained from:

Epup — E

Dj=-PHPZ%
[cDl Kc(E — Eg_cp—pp)

(6)

where Eppp and Eg_cp_pyp represented the absorbance of uncom-
plexing phenolphthalein and (-CD-PHP inclusion complex,
respectively; E was the absorbance of system in which bile acid, PHP
and B-CD coexisted (Yuexian et al., 2005). For the selected wave-
length of 553 nm the corresponding molar absorptivity 3-CD-PHP
complex is negligible, the absorbance of the solution is mainly
due to free PHP (uncomplexed). In turn, PHP releasing causes an
absorbance increase which is proportional to bile acids concentra-
tion in solution, allowing the Kc determination (Cadena et al., 2009).
The values of Kc were determined at various temperatures (25 up
to 55°C) and at pH 10.5. Table 1 shows the temperature effect in
the equilibrium constant (Kc;.; bile acid/cyclodextrin).

The thermodynamic parameters (Table 1) were calculated
according to the Van't Hoff Eq. (7) which describes the temperature
dependence as function of K (Kc;.1). The In K values were plotted as
a function of the inverse temperature to give a linear relationship.
Then, the apparent enthalpy (AH) and entropy (AS) changes were
obtained from the slope and the intercept of the curve (Del Valle,
2004; Wang et al., 2007; Yuexian et al., 2005).

AH AS
an:—ﬁﬁ-T (7)

AG = —RTInK (8)

The Van't Hoff plots were linear and exhibited large negative AH
and positive AS for the developed complexes; these results were
similar to those reported by Holm et al. (2009) for conjugated bile
acids, suggesting an exothermic inclusion processes.

It was also observed an enthalpy decrease and entropy increase
to the inclusion complex with the bile acids compared to 3-CD-PHP
inclusion complex. These results suggested that the inclusion pro-
cesses of DCA and UDCA into the 3-CD cavity were more favourable
and spontaneous than that of PHP. In all cases AG was negative
showing that the inclusion complexes formation can be sponta-
neous.

According to Jullian et al. (2008), the formation of an inclusion
complex with cyclodextrin occurs due to the hydrogen bonding
with the OH groups at the periphery of the cavity, Van der Waals
and hydrophobic interactions. Generally, solute inclusion in the
cyclodextrin cavity is associated with large negative values of AH.
Either negative or slightly positive AS values indicating inclu-
sion complexation of the guest without extensive desolvation in
a primarily enthalpy-driven process. The same behaviour has been
reported by several authors which confirmed the great contribution
from Van der Walls forces for the complexes formation (Brewster
and Loftsson, 2007; Castronuovo and Niccoli, 2006).

The effect of ionic strength on inclusion of the 3-CD-PHP com-
plex at constant concentration was examined in the range from
0.11 up to 0.40. For this study, different concentrations of NaCl solu-
tion were prepared leading to systems containing H*, Na*, CO3~2,
Cl~, PHP, and 3-CD. Due to the lower concentration of PHP and the
neutral molecule (3-CD, their contributions to ionic strength were
negligible, so the H*, Na*, CO3;~2 and Cl~ are only responsible to
ionic strength in the systems. The changes in the absorbance of
inclusion complex as a function of ionic strength were carried out.
The absorbance of inclusion complex gradually decreased with a
rise in the ionic strength with significant difference by the Tukey
test (p <0.05). May be due to the system polarities were enhanced
by ionic strength. Second Wang et al. (2007), the enhancement of
polarity of solution is favourable to the hydrophobic interaction
of 3-CD molecules, which shields the interaction between 3-CD
molecule and PHP molecule and leads to decrease of the absorbance
inclusion complex.

The study of the 3-CD-PHP inclusion complex as kit reagent
showed that it was stable for bile acids determination up to 12 days.
Aloss of about 30% for DCA and 12% regarding UDCA determinations
were observed after 30 days of storage at 25°C. The inactivation
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Table 2
Validation data (p <0.05).
Linearity
DCA UDCA
Linearity range Standard curve 8.30x 1076-1.68 x 103 mol L ! 8.00 x 106-2.28 x 10~3 mol L1
ABS =-0.0069(+0.0091)+870.0373(+12.4216)DCAmoi ABS® =0.0699(+0.011) +4506.688(+77.1179)UDCA o1
Correlation coefficient 0.99919 0.99898
Robustness?
pH DCA UDCA Water DCA UDCA
10.3 - 97.75(+1.49) Distilled 102.38(+1.52) 100.42(+0.95)
10.4 97.84(+3.53) 99.19(+1.76) Deionised 100.11(+4.48) 98.04(+1.86)
10.5 100.00(+3.48) 100.0(£2.15) Double deionised 100(+2.18) 100(+0.66)
10.6 102.62(+2.48) 99.01(+1.85)
10.7 104.50(+0.46) 98.46(+0.97)
2 %Mean + %R.S.D.
Table 3
Accuracy of the kit reagent (3-CD-PHP) developed for different pharmaceutical formulations.
Drugs Accuracy (%mean + %R.S.D.)
Deoxycholic acid standard 98.97 (+0.84) 101.36(+0.36) 99.31(+1.48)
Injectable Phosphatidylcholine formula (Rotunda et al., 2004) 97.11(£1.43) 101.33(£1.28) 100.51(£0.99)
Injectable deoxycholate formula (Yagima Odo et al., 2007) 98.08(+0.43) 102.77(+0.63) 102.52(+0.38)
Ursodeoxycholic acid standard 99.43(£1.17) 100.89(+0.54) 99.63(+0.21)
Ursacol® 98.1(+0.49) 98.7(+1.86) 99.22(+0.81)

constant (k;) of the kit reagent was obtained by:
InA = II]AO — kl‘t (9)

where Ay is the initial absorbance of the bile acids and A is the final
absorbance of the bile acids after 60 days. Furthermore, the half-life
(t1/2) can be obtained by:

In2

IT (10)

typ =

The inactivation constants (k;) of the kit reagent were of
1.01 x 10~2day~! for DCA and 2.35 x 10-3 day~! for UDCA deter-
minations. The half-life (t;),) for the kit reagent was 68.71 days
for DCA and 294.71 days for the UDCA measurements. Despite
the greater stability of the kit reagent for UDCA compared to that
one for DCA, the last one allowed determinations in more concen-
trated solutions (data not shown) and pharmaceutical formulations
containing high DCA concentrations (Rotunda et al., 2004; Schuller-
Petrovic et al., 2008; Yagima Odo et al., 2007).

3.2. Validation of the method (kit reagent)

The spectrophotometric method using the developed kit
reagent for DCA and UDCA was validated according to the EMEA and
ANVISA guidelines. Thus the validation characteristics addressed
were linearity, accuracy, precision, specificity, limits of detection
and quantification and robustness (Table 2). The standard curves for
the linearity assays were constructed with 10 concentrations and
validated by the least squares method showing correlation coef-
ficients higher than 0.998 and the one-way analysis of variance
(ANOVA) showing F and p values of 4905.94 and less than 10-10
for DCA and 3415.11 and less than 10~ for UDCA, respectively. For
the range (80-120%), the standard curves were constructed with 5
concentrations showing correlation coefficients of the same order
of magnitude.

The precision (repeatability) was determined by the per-
centage of relative standard deviation (%R.S.D.) at three levels
(DCA - 5.6 x 1074, 7.0 x 10~% and 8.4 x 10~4 molL~! and UDCA -
1.52x1074,1.9 x 10~%and 2.28 x 10~4mol L-1). The %R.S.D. values
were less than 3% obtained in the concentrations studied indicating
a good repeatability. The use of an experimental design is encour-
aged by EMEA guidelines, in this way the intermediate precision

14
14 4 -

124 =
ol 124
% 104
o 5 10
_?;:\ T £ 3
7] 84
o 4
'?:3 6
= ul 6
3
= 24 4]

0 T T T T T T T T

0.002 0.004 0.006 0.008 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020 0.0025
[DCA mol.L] [UDCA mol.L™"]

Fig. 3. Standard curve of the optical chemical sensor for deoxycholic and ursodeoxycholic acids (B-CD-PHP - 6.2 x 1074:1.55x 10~4molL-! for DCA and

3.1x1074:7.75 x 10~> mol L-! for UDCA) determinations.
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was studied by a 22 full factorial design which did not present
significant effects and interactions (p<0.05). According to these
results, the different analysts and equipments and your interactions
did not interfere in the method.

The accuracy results demonstrated the method effectiveness for
quantitative determination of DCA and UDCA in the pharmaceutical
formulation. Accuracy was showed as percentage recovery of the
target value, exhibited excellent results with bias lower than 2%
throughout the tested range (Table 3). In the concentrations stud-
ied, the excipients used in the formulations and water type did not
interfere in the results. The optimum pH was fixed at 10.5, condi-
tion that was also reported by Afkhami et al. (2006) and Glazyrin
et al. (2004). Determinations performed at high pH conditions did
not cause significant changes of the results and were limited by the
buffering power of carbonate buffer (Table 2).

The limits of detection were of 4.92 x 10->molL~! for DCA
and 1.14 x 10-5mol L~! for UDCA, respectively. The correspond-
ing limits of quantification were of 1.64 x 10 4molL-! and
3.79 x 10> mol L~1.

3.3. Optical chemical sensor for bile acids

The results obtained concerning robustness of 3-CD-PHP inclu-
sion complex suggested its biotechnological application in the
form of optical strip sensor for both qualitative and quantitative
measurements of bile acids. Therefore, a mixture of alginate and 3-
CD-PHP inclusion complex was used to impregnate strips of paper.
Alginate is largely used in biomolecule immobilization because it
provides simple implementation using a biodegradable and non
toxic material (Ha et al., 2009). Furthermore, it did not interfere
either with the competitive complexation reaction or with the dig-
ital images obtained after colour change induced by the reaction.
The quantitative analysis of digital images obtained from a scan-
ner of the optical sensor is a recent tool to measure the amount of
analytes. This new technology has been showed low cost and sim-
plicity, very important for the developing world (Martinez et al.,
2008b). The scanners are inexpensive, have high resolution, the
scanned image is always in focus, the intensity of the image is
not affected by lighting conditions, are portables (business card
scanners or pen scanners), and they can be linked to personal dig-
ital assistants (PDAs) by wireless communication (Martinez et al.,
2008a). In this technique, the analytical signal corresponds to the
RGB-based value that was calculated from each digital image, using
the proposed procedure based on the red, green, and blue colour
system (Martinez et al., 2008a; Gaiao et al., 2006; Yang et al., 2007).

The test was only based on dropwise 20 L of each bile acid
solution and controls (buffer) in different places on the same strip,
after 5 min at room temperature (25 °C) when the tip was dried, fol-
lowed by immediate scanning. However, after the scanning, the tip
colour was observed for 3 h without any changes. Based on col-
lected images, it was possible to plot a standard curves (Fig. 3)
for DCA obtaining the equation: RGB=1553 (4+32) DCApqyy. —0.8
(£0.2) with a correlation coefficient of 0.9994 and UDCA with the
corresponding equation RGB=5671 (£229) UDCAqyy, +0.6 (+£0.3)
showing the correlation coefficient of 0.998.

4. Conclusion

The development of low cost and simple method for determin-
ing DCA and UDCA are important in quality control of raw materials
and pharmaceutical formulations to prevent misuses and acci-
dents when used for aesthetic purposes, specifically for the DCA.
The (3-CD-PHP inclusion complex showed to be a good alternative
method for bile acids measurement. The physical-chemical and
thermodynamic parameters studies for the application of inclu-

sion complexes as kit reagent or optical sensor was carried out.
The proposed method had good storage stability, linearity and pre-
cision and can be applied to the analysis of a wide concentration
range of DCA and UDCA in real samples with satisfactory results as
kit reagent. The original optical chemical sensor developed showed
good linearity suggesting that can be used for fast screening and the
analyses “in loco” of bile acids in pharmaceutical formulations or
raw materials.
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Edificio Atalaia, Centro, Curitiba - PR
CEP: 80010-909

Telefone: (41) 33224411

Horario de Atendimento: 10h as 16h30

RIO GRANDE DO SUL

Chefe: Maria Isabel de Toledo Andrade Cunha

e-mail: diregrs@inpi.gov.br

e-mail: bel@inpi.gov.br

Av_ José de Alencar, 521 — Cobertura 902 — Baimo Menino
Jesus. Porto Alegre - RS - CEP: 90880481

Telefone: (51) 3226-6909, 3226-6422, 3227-5886

Horario de Atendimento: 10h as 16h30

SAO PAULO

Chefe: Maria dos Anjos Marques Buso
e-mail: diregsp@inpi.gov.br

Rua Tabapu3, 41 - 4° andar - ltaim-Bibi
Sé&o Paulo - SP - CEP: 04533-010
Telefone:(11) 3071-3434, 3071-3433
Horario de Atendimento: 10h as 16h30

REPRESENTAGOES E POSTOS AVANCADOS

Acre
Responsavel: Amoisio Sevenano Freitas
Secretaria de Desenvolvimento Ciéncia e Tecnologia
BR-364, Km 5, Zona A — Setor 3 Lote “1-A" —
Distrito Industrial - Rio Branco/ Acre - CEP: 69.917-100
Tel /FAX : (68) 3229-6349, 32294259, 3229-5656
Horario de Atendimento: 8h as 12h

14h as 17h30
AMlagoas
Responsavel: Jarbas Agostinho dos Santos
Secretaria do Desenvolvimento Econémico
Av.DaPaz, N.1108 - Centro
Maceio /AL - CEP: 57022-050
Tel.: (82) 3315-1721, 3315-1719, 3315-1720
Horanio de Atendimento: 8h as 16h30

Amapa

Responsavel: Rosenilda Creuza Silva de Souza
Junta Comercial

Av FAB, 1610 — Centro

Macapa/ AP - CEP: 68906-030

Tel.: (96) 3225-8650

Fax: (96) 3225-8654

Horario de Atendimento: 7h30 as 13h30

Amazonas

Responsavel: Aliete Velloso da Silva

SEPLAN — Secretania do Estado de Planejamento e
Desenvolvimento Econémico

Rua Major Gabriel, 1870 — Praga 14 de Janeiro
Manaus /AM - CEP: 69060-060

Tel.: (92) 2126-1235, 2126-1200

Bahia

Responsavel: Flavio José Moreno

Rua Pedro R. Bandeira, 143 — 5° andar
Cidade Baixa — Salvador — Bahia

CEP: 40015-080

Tel.: (71) 3326-9597, 3242-5223
Horario de Atendimento: 10h as 16h30

Responsavel: Isis Patricia Motta

Av. Dtavio Mangabeira, 6929 — Multi Shop Boca do Rio
CEP: 41715-000

Tel.: (71) 3281-4148

Horano de Atendimento: 8h as 16h30

Espirito Santo

Responsavel: Edilamar Gonzaga

Rua Abigail do Amaral Cameiro, 191

Edificio Arabica — 3° andar —salas 312, 314 e 316
Enseada do Sua - Vitoria - ES - CEP: 299055907

\/ NSO
’ A H INDUSTRIAL "

Tel.: (27) 3235-7788
Fax: (27) 3315-9823
Horario de Atendimento: 10h as 16h30

Goias

Responsavel: Rosemar Rodrigues de Oliveira Mannan
JUNTA COMERCIAL DO ESTADO DE GOIAS

Rua 206 - Esquina 259 - Setor Universitario, Quadra 84, Lt.
5 a 8 Goiania — GO CEP:74640-310

Tel.: (62) 3202-2246, 3202-2262, 3261-4833 Ramal: 279
Horario de Atendimento: 8h as 18h

Maranhéo

Responsavel: Déa Lourdes Furtado de Oliveira
Secretaria de Estado da Indistria e Comércio

Av. Carlos Cunha s/n°® - sala 210

Edificio Nagib Haickel — Calhau MA - CEP: 65065-180
Telefone: (98) 3235-8546, ramais 28 e 29

Horario de Atendimento: apds as 13h

Mato Grosso
Responsavel: Kenner Langner da Silva
Junta Comercial do Estado do Mato Grosso - JUSSEMAT
Av. Historiador Rubens de Mendonga, s/n® - CPA
Cuiabal MT - CEP: 78055500
Tel.: (65) 3613-9520, 3613-9528
Horario de Atendimento: 8h as 12h
14h as 17h00

Mato Grosso do Sul

Responsavel: Clenira Branddo de Souza

Secretaria de  Estado de Desenvolvimento Agranio, da
Producio, da Indistria, do Comércio e do
Turismo/SEPROTUR

Av. Desembargador José Nunes da Cunha-Parque dos
Poderes, Bloco 12 — CEP: 79031-310 — Campo
Grande/MS

Telefone: (67) 3318-5013

Horario de Atendimento: Th30 as 13h30

Para
Responsavel: Paulo Femando Campos Maciel
SEDECT — Secretaria Estado de Desenvolvimento Ciéncia
e Tecnologia
Av. Presidente Vargas, 1020 — Campina
Belém /PA - CEP: 66017-000
Telefone: (91) 4009-2534, 4009-2531
Horario de Atendimento: 8h as 13h
14h as 16h

Responsavel: Francisco Montandon Guilhermino
SEFA — Secretarnia Estadual da Fazenda

Av. Mendonga Furtado, 2797 — Fatima
Santarém /PA - CEP: 68005-020

Telefone: (93) 3063-5634

Horario de Atendimento: 8h30 as 13h

Paraiba

Responsavel: Aline Nascimento Duarte

Secretaria de Turismo e Desenvolvimento Econémico
Rua Feliciano Cisne n” 50 — Jaguaribe

Jodo Pessoa/PB - CEP: 58015-570

Telefone: (83) 3208-3922, 3208-3923, 3242-2545/2729
Horario de Atendimento: 12h as 16h30

Pemambuco

Responsavel: Eduardo Andrade Bemfica

e-mail: bemfica@inpi.gov.br

Universitaria Federal de Pemambuco - UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, 1235 — Campus Universitario
Baimo - Engenho do Meio

Recife/PE - CEP: 50670-920

Telefone: (81) 3453-8145, 3271-1223

Horario de Atendimento: 10h as 16h30

Piaui

Responsavel: Eliane Fatima Assunc¢do Lima Souza
Secretaria de Desenvolvimento Econémico e Tecnolégico
Rua Rui Barbosa, n® 805 — Centro — Central-Facil/SEBRAE
Telefone: (86) 3216-3000 ramal 1403

Horario de Atendimento: 7Th30 as 13h30
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(71) DANILO CHAGAS TASCHIN (BR/SP) ,
FERNANDO ALVES DE ATAIDE (BR/SP)

Nimero de Protocolo 18110023508 em 22/06/2011
10:44(SP).

(21) P11102704-5 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) FUNDAGAO CPQD - CENTRO DE PESQUISA
E DESENVOLVIMENTO EM
TELECOMUNICACOES (BR/SP)

(74) ANA LUCIA FORNI POFPPI

Nimero de Protocolo 18110023987 em 27/06/2011
01:40(SP).

(21) P11102705-3 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) AQUILEZ ALFREDO ESPINOZA DIAZ (BR/SP)
(74) ANDRA ASSESSORIA EM PROPRIEDADE
INTELECTUAL LTDA

Nimero de Protocolo 18110023981 em 27/06/2011
01:36(SP).

(21) P11102706-1 A2 (22) 14/06/2011 2.10

(71) VULCABRAS/AZALEIA - RS, CALCADOS E
ARTIGOS ESPORTIVOS S A. (BR/RS)

(74) DAVID DO NASCIMENTO ADVOGADOS
ASSOCIADOS

Nimero de Protocolo 18110022357 em 14/06/2011
03:53(SP).

(21) P11102707-0 A2 (22) 22/06/2011 2.10

(71) WHIRPOOL S.A. (BR/SP)

(74) CARINA S RODRIGUES

Nimero de Protocolo 18110023660 em 22/06/2011
03:58(SP).

(21) P11102708-8 A2 (22) 15/06/2011 2.10

(71) ANA ALICE SANTOS DE MEDEIROS EFPP.
(BR/ISP)

Nimero de Protocolo 18110022446 em 15/06/2011
10:29(SP).

(21) P11102709-6 A2 (22) 30/06/2011 2.10

(71) HYDRIL USA MANUFACTURING LLC (US)
(74) ARTUR FRANCISCO SCHAAL

Numero de Protocolo 18110024616 em 30/06/2011
03:42(SP).

(21) P11102710-0 A2 (22) 30/06/2011 2.10

(71) DEDINI S/A INDUSTRIAS DE BASE (BR/SP)
(74) ANTONIO MAURICIO PEDRAS ARNAUD
Nimero de Protocolo 18110024652 em 30/06/2011
04:09(SP).

(21) P11102711-8 A2 (22) 29/06/2011 2.10

(71) Lauro Eduardo Muller (BR/SP)

(74) MONICA LORON GUIMARAES

Numero de Protocolo 18110024313 em 29/06/2011
10:48(SP).

(21) P11102712-6 A2 (22) 14/06/2011 2.10

(71) RODOLFO CANDIA ALBA JUNIOR (BR/SP)
(74) MARIA DO ROSARIO DE LIMA

Nimero de Protocolo 18110022283 em 14/06/2011
12:29(SP).

(21) P11102713-4 A2 (22) 22/06/2011 2.10

(71) Cicero Francisco da Silva (BR/DF) , José
Mauricio Pires Gomes (BR/DF)

Numero de Protocolo 12110000495 em 22/06/2011
02:37(DF).

(21) P1 1102714-2 A2 (22) 28/06/2011 2.10

(71) Celsimar de Godoy (BR/SP)

(74) Interacdo Marcas e Patentes S/C Ltda.
Nimero de Protocolo 18110024150 em 28/06/2011
11:09(SP).

(21) P11102715-0 A2 (22) 02/06/2011 2.10

(71) José Jue Ferreira de Almeida (BR/CE)
Nimero de Protocolo 13119000017 em 02/06/2011
10:24(CE).

(21) P11102716-9 A2 (22) 01/06/2011 2.10

(71) Alberto Corréa Mendonca (BR/GO)

Nimero de Protocolo 26110000170 em 01/06/2011
11:34(GO).

(21) P11102717-7 A2 (22) 01/06/2011 2.10

(71) PPM Enterprise Ltda (BR/GO)

(74) Wagner José Da Silva

Nimero de Protocolo 26110000171 em 01/06/2011
02:24(G0O).

(21) P1 1102718-5 A2 (22) 06/06/2011 2.10
(71) José Luiz de Lima Filho (BR/PE)

Numero de Protocolo 19110000126 em 06/06/2011
10:33(PE).

(21) P11102719-3 A2 (22) 03/06/2011 2.10

(71) José Luiz de Lima Filho (BR/PE)

Numero de Protocolo 19110000125 em 03/06/2011
04:16(PE).

(21) P11102720-7 A2 (22) 30/06/2011 2.10

(71) ANSELMO ALMEIDA MONTEIRO JUNIOR
(BR/SP)

Numero de Protocolo 18110024510 em 30/06/2011
11:31(SP).

(21) P11102721-5 A2 (22) 10/06/2011 2.10

(71) BOTICA COMERCIAL FARMACEUTICA LTDA.

(BR/IPR)

(74) ANDRE LUIS FLESCH BRETANHA JORGE
Nimero de Protocolo 18110021857 em 10/06/2011
01:49(SP).

(21) P11102722-3 A2 (22) 14/06/2011 2.10

(71) VETCO GRAY, INC. (US)

(74) ARTUR FRANCISCO SCHAAL

Numero de Protocolo 18110022343 em 14/06/2011
03:48(SP).

(21) P11102723-1 A2 (22) 28/06/2011 2.10

(71) TERMO NORTE ENERGIA LTDA. (BR/RO)
(74) EXCEL MARCAS E PATENTES LTDA
Nuimero de Protocolo 18110024162 em 28/06/2011
11:52(SP).

(21) P11102724-0 A2 (22) 08/06/2011 2.10

(71) TAKRAF GMBH (DE)

(74) ANTONIO MAURICIO PEDRAS ARNAUD
Nimero de Protocolo 18110021594 em 08/06/2011
04:02(SP).

(21) P11102725-8 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) VANDERLEI CARRA; EDVALDO GUIO.
(BRJSF) .

(74) SUL AMERICA MARCAS E PATENTES LTDA.
Numero de Protocolo 18110024084 em 27/06/2011
04:16(SP).

(21) P11102726-6 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) FORD GLOBAL TECHNOLOGIES, LLC (US)
(74) ALEXANDRE FUKUDA YAMASHITA

Nimero de Protocolo 18110024049 em 27/06/2011
03:57(SP).

(21) P11102727-4 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) IFOX INDUSTRIA E COMERCIO LTDA. ME
(BR/SP)

(74) EDUARDO CARNEIRO VASQUES

Numero de Protocolo 18110024034 em 27/06/2011
03:31(SP).

(21) P11102728-2 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) FUNDACAO CPQD - CENTRO DE PESQUISA
E DESENVOLVIMENTO EM
TELECOMUNICACOES (BR/SP)

(74) ANA LUCIA FORNI POPPI

Nimero de Protocolo 18110023984 em 27/06/2011
01:38(SP).

(21) P11102729-0 A2 (22) 21/06/2011 2.10

(71) ROBERTO CARLO ENRIQUE TASCHERI
D'AUSILIO (BR/RJ)

(74) MARI ALBA PERITO

Numero de Protocolo 18110023375 em 21/06/2011
02:24(SP).

(21) P11102730-4 A2 (22) 21/06/2011 2.10

(71) CAIO ALEGRE DE ARAUJO (BR/SP)

(74) ICAMP MARCAS E PATENTES LTDA
Numero de Protocolo 18110023361 em 21/06/2011
12:59(SP).

(21) P11102731-2 A2 (22) 21/06/2011 2.10

(71) MM COMPONENTES PARA IMPLEMENTOS
RODOVIARIOS LTDA (BR/SP)

(74) DANILO FERREIRA MACHADO

Numero de Protocolo 18110023409 em 21/06/2011
03:40(SP).

(21) P11102732-0 A2 (22) 21/06/2011 2.10

(71) MELLO INDUSTRIA E COMERCIO DE
EQUIPAMENTOS LTDA. - ME (BR/SP)

(74) MARTINEZ & ASSOCIADOS S/S LTDA
Numero de Protocolo 18110023395 em 21/06/2011
03:17(SP).

(21) P11102733-9 A2 (22) 27/06/2011 2.10

(71) UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS -
UNICAMP (BR/SP)

(74) FERNANDA LAVRAS COSTALLAT SILVADO
Namero de Protocolo 18110024009 em 27/06/2011
02:40(SP).

(21) P11102734-7 A2 (22) 14/06/2011 2.10

(71) RODOLFO CANDIA ALBA JUNIOR (BR/SP)
(74) MARIA DO ROSARIO DE LIMA

Numero de Protocolo 18110022259 em 14/06/2011
11:27(SP).

(21) P11102746-0 A2 (22) 17/06/2011 2.10

(71) Luiz Felipe Concordia Alves (BR/RS)

Numero de Protocolo 16110003167 em 17/06/2011
02:39(RS).

(21) P11102747-9 A2 (22) 17/06/2011 2.10

(71) Sulmaq Industrial e Comercial S/A (BR/RS)
(74) Lealvi Marcas e Patentes Ltda

Numero de Protocolo 16110003170 em 17/06/2011
03:07(RS).

(21) P11102748-7 A2 (22) 17/06/2011 2.10

(71) Sulmaq Industrial e Comercial S/A (BR/RS)
(74) Lealvi Marcas e Patentes Ltda

Numero de Protocolo 16110003172 em 17/06/2011
03:08(RS).

(21) P11102749-5 A2 (22) 06/07/2011 2.10

(71) Claudecir Machado Turossi (BR/RS)

Numero de Protocolo 16110003520 em 06/07/2011
04:13(RS).

(21) P11102750-9 A2 (22) 28/06/2011 2.10

(71) Marcos Antonio Pereira dos Santos (BR/PI)
Numero de Protocolo 32110000094 em 28/06/2011
10:23(PI).

(21) P11102751-7 A2 (22) 13/06/2011 2.10

(71) Gilberto Espanga Junior (BR/PR)

Numero de Protocolo 15110001290 em 13/06/2011
01:55(PR).

(21) P11102752-5 A2 (22) 30/06/2011 2.10

(71) Leandro Lobo Motteran (BR/MG)

(74) Weligton Dias

Numero de Protocolo 14110002069 em 30/06/2011
02:20(MG).

(21) P11102753-3 A2 (22) 13/06/2011 2.10

(71) Elo Sistemas Eletronicos S/A (BR/RS)

(74) Sko Oyarzabal Marcas e Patentes S/S Ltda
Numero de Protocolo 16110003059 em 13/06/2011
03:01(RS).

(21) P11102754-1 A2 (22) 21/06/2011 2.10

(71) HUF HULSBECK & FURST GMBH & CO. KG.
(DE)

(74) Guerra Propriedade Industnal

Numero de Protocolo 16110003233 em 21/06/2011
04:05(RS).

(21) P11102755-0 A2 (22) 22/06/2011 2.10

(71) Eli Samuel Chastalo Filho (BR/PR)

(74) Eduardo Pereira da Silva

Numero de Protocolo 15110001373 em 22/06/2011
03:37(PR).

(21) Pl 1102756-8 A2 (22) 20/06/2011 2.10
(71) Universidade Federal de Santa Catarina
(BR/SC)

Numero de Protocolo 17110000803 em 20/06/2011
03:42(SC).

(21) P11102757-6 A2 (22) 17/06/2011 2.10

(71) Marcos Aurélio Manoel (BR/SC)

Numero de Protocolo 17110000798 em 17/06/2011
03:24(SC).

(21) P11102758-4 A2 (22) 17/06/2011 2.10

(71) Sulmaq Industrial e Comercial S/A (BR/RS)
(74) Lealvi Marcas e Patentes Ltda.

Numero de Protocolo 16110003173 em 17/06/2011
03:09(RS).

(21) Pl 1102759-2 A2 (22) 15/06/2011 2.10
(71) Universidade Federal da Paraiba (BR/PB)
Ndmero de Protocolo 31110000113 em 15/06/2011
09:13(PB).

(21) P11102760-6 A2 (22) 17/06/2011 2.10
(71) Carlos Eudanio Mota Lourenco (BR/CE)
(74) Milton Gomes Monteiro
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DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE OU DE CERTIFICADO DE ADIGAO

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concessédo de um privilégio na natureza e nas condigdes abaixo indicadas

7 Depositante (71):

1.1 Nome: josé luiz de Lima Filho
1.2

1.3
14
1.5
1.8

O continua em folha anexa

2.  Natureza: (@® Invengéo O Modelo de Utilidade QO Certificado de Adigao

Escreva, obrigatoriamente, e por extenso, a Natureza desejada: Invengao

3. Titulo da Invengéo ou Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigéo(54):
PRODUTO NA FORMA DE KIT REAGENTE PARA MOLECULAS LIPOFILICAS

I continua em folha anexa

4. Pedido de Divisdo: do pedido N° Data de Depésito:

5. Prioridade: [ interna [ unionista
O depositante reivindica a(s) seguinte(s):

Pais ou organizagéo de origem Numero de deposito Data do depésito

6. Inventor (72):

[ Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagao de seu(s) nome(s)

6.1 Nome: josé Luiz de Lima Filho
6.2

6.4
6.5
6.8

' L‘ H Formulério 1.01 - Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigéo (folha 1/2 )



T Declaragao na forma do item 3.2 do Ato Normativo n° 127/97: -
O 7.1 Declaro que os dados fornecidos no presente formulario séo idénticos ao da certiddo de depdsito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

[[] em anexo
8. Declaragéo de divulgagao anterior ndo prejudicial:  (Periodo de Graga):
(art. 12 da LPI e item 2 do AN n® 127/97) [ em anexo

9. Procurador (74)
9.1 Nome:
9.2 CNPJ/CPF: 9.3 API/OAB:
9.4 Endereco completo
9.5 CEP: 9.6 Telefone: 9.7 Fax
98  E-Mail:
10. Listagem de sequéncias Biologicas (documentos anexados) (se houver):

[ Listagem de sequéncias em arquivo eletronico: n°de CDs ou DVDs (original e copia).

[0 Cadigo de controle alfanumérico no formato de codigo de barras: fl.

[0 Listagem de sequéncias em formato impresso: fls.

[J Declaragéo de acordo com o artigo da Resolugéo INPI n°® 228/09: fls.
1. Documentos anexados  (assinale e indique também o numero de folhas):

(Devera ser indicado o n° total de somente uma das vias de cada documento)
[x] 11.1 Guia de Recolhimento 1 fls. [x] 11.5 Relatério descritivo 6 fls.
O 11.2 Procuragéo fls. (] 11.6 Reivindicages 1 fls.
O 11.3 Documentos de Prioridade fls. (x] 11.7_Desenhos 2 fls.
U 11.4 Doc. de contrato de trabalho fis. [x] 11.8_Resumo 1 fls.
[x]| 119 outros que ndo aqueles definidos no campo 11 (especificar) 1 fis.
Lista de Inventores

12. Total de folhas anexadas (referentes aos campos 10 e 11): fls.

13. Declaro, sob penas da Lei, que todas as informagdes acima prestadas sédo completas e verdadeiras.

' ;‘H Formulario 1.01 - Depésito de Pedido de Patente ou de Certificado de Adigao (folha 2/2 )
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Inventores (72)

6.1 NOME: Pabyton Gongalves Cadena
6.2
6.4
6.5
6.7

6.1 NOME: Maria do Carmo de Barros Pimentel
6.2
6.3
6.5
6.7

6.1 NOME: Valdinete Lins da Silva
6.2
6.4
6.5
6.5

6.1 NOME: Alberto da Nova Araljo
6.2
6.3
6.4
6.5
6.7

6.1 NOME: Maria da Conceigao Branco da Silva de Mendonga Montenegro
6.2
6.4

6.5
6.7
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PRODUTO NA FORMA DE KIT REAGENTE PARA MOLECULAS LIPOFILICAS

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencao

A presente invencdao contempla um kit reagente para moléculas lipofilicas,
contendo como componente ativo o complexo de inclusdo ciclodextrina - indicador

estabilizado em solugao tampao.

Antecedentes da Invencao

Os métodos usados para dosar moléculas lipofilicas como os acidos biliares em
preparacdes farmacéuticas e cosméticas comerciais sdo onerosos, sofisticados e
envolvem etapas complexas de extracdo dos mesmos, dificultando o trabalho de
orgaos de fiscalizacao, por exemplo, FDA e ANVISA que precisam esperar os resultados

das analises para autuar o estabelecimento ou a indUstria.

O kit reagente desta invengdo torna mais simples, rapida e econdémica a
dosagem de acidos biliares, podendo ser usado “in loco”, o que facilita o trabalho dos

drgaos de fiscalizacao.

Algumas invengdes buscaram o uso de complexos de inclusao com
ciclodextrinas para aumentar a solubilidade de farmacos hidrofébicos em dagua e
melhorar a absor¢do dos mesmos pelos sistemas bioldgicos e conseqlientemente a sua
atividade farmacolégica ou para a liberacdo controlada do principio ativo da
formulacdo farmacéutica. A patente PCT WO 2004/017897 A2 (2004) descreve uma
formulacdo aquosa de aripiprazol usado como antipsicético na terapéutica de
esquizofrenia, que foi obtida na forma de complexo de inclusao com B-ciclodextrina
substituida para reduzir a irritacdo local causada pela injecdao intramuscular deste
farmaco. Uma aplicacdo amplamente utilizada de complexos de inclusdo com

ciclodextrinas é em formulagdes farmacéuticas para facilitar a solubilidade em agua de

81
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principios ativos lipofilicos reduzindo seus efeitos indesejaveis, o que nao acontece em
relacio ao uso de complexos de inclusdo para dosagem de moléculas lipofilicas
contidas nas formulacdes farmacéuticas e cosméticas. Quando utilizados, os
componentes para formagao do complexo sdo colocados simultaneamente com a
molécula lipofilica a ser analisada como descrito por Afkhami et al. (2006) e Glazyrin et

al. (2004).

Outras patentes, como PCT 00610134.9 de 2000 descreve um complexo de
inclusdo entre B-ciclodextrina ou y-ciclodextrina e drospirenona, usado na menopausa
e como contraceptivo, para aumentar a solubilidade em dgua pura ou com dlcool para
estabilizar a mistura farmacéutica, mas ndo usa tampdo para estabilizar o complexo
reduzindo os efeitos de umidade, temperatura e quantidade de dgua, condicbes

experimentais relatadas pelo autor.

Ndo muito diferente das citadas acima, a patente PCT WO 98/42382 (1998)
também descreve o uso preferencial de derivados de B-ciclodextrina para solubilizagdo
em agua de fluoxetina e nor-fluoxetina usados como antidepressivos. O complexo foi
preparado utilizando dgua ou uma mistura de dgua e um solvente organico hidrofilico.
Que nestas condi¢cdes, o complexo de inclusdao formado pode sofrer efeitos de
umidade, temperatura, luz, dentre outros, alterando a quantidade de farmaco na

forma de complexo de inclusdo desde que o mesmo esta em equilibrio dinamico.

Entretanto, ndo foram encontrados registros de patentes sobre a aplicacdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas como reagente ativo de kits para dosagem

de moléculas lipofilicas.

Alguns trabalhos cientificos citam a formacdao do complexo de inclusdo beta-
ciclodextrina-fenolftaleina para determinar a concentracdo de fluoxetina, mas esse
complexo é formado instantaneamente por competitividade com o acido biliar no
préprio sistema de reacdo e a mistura é colocada imediatamente no
espectrofotdbmetro para leitura da absorbancia (Afkhami et al., 2006; Glazyrin et al.,

2004). O pH das solugdes de complexos de inclusdo citados sdo ajustados com acidos,
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bases e alguns poucos usam solucao tampao para ajustar o pH ndo para estabilizar o

complexo.

Até o presente momento nao foi registrada nem pensada a possibilidade de ter
uma solugdo estdvel de complexos de inclusdo B-ciclodextrina — indicador, que na
presente invengao foi preparada a solugao -ciclodextrina- fenolftaleina, que possa ser
guardada para usos posteriores. Os complexos de inclusdao sempre foram produzidos
“in situ” de forma instantanea e competitiva com a molécula a ser analisada e o

indicador, como método indireto de analise de moléculas hidrofdbicas.

A patente JP 63256679 (A2), por exemplo, descreve a preparacdo de um sensor
fluorescente no qual ocorre na superficie uma reacdo de ciclodextrinas ou seus
derivados com grupos reativos de uma matriz polimérica, formando uma camada

hidrofilica sobre a superficie hidrofébica do filme.

Alguns trabalhos cientificos reportam a aplicacdo de ciclodextrinas como
eletrodos modificados de pasta de carbono para deteccdo de fenol (Favero et al.,
2004; Tingry et al., 2006). Tem sido publicado também o uso de complexo de inclusdo
B-ciclodextrina- tetrametilbenzidina e ferroceno como parte ativa de um biossensor

voltamétrico de polifenol oxidase (Tu e Chen, 2001).

Em funcdo da demanda existente, a presente invencdao resolve as atuais
limitagdes do estado da técnica permitindo a formagao de um complexo de inclusao
ciclodextrina-indicador estabilizado em solucdo tampdo que pode ser armazenado e
usado para detectar e medir a concentracdo de moléculas lipofilicas presentes em
preparacbes comerciais ou complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e
medicamentos lipofilicos estabilizados em solucdo tampdo em vez de dgua e co-

solventes, prolongando o prazo de validade do medicamento.

Descricdo da Invencdo

Kit reagente contendo como componente ativo o complexo de inclusdo de

ciclodextrina-indicador em solucdo tampdo para manter o pH especifico para o
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indicador utilizado e estabilizar o complexo de inclusdo. A solucdo do kit reagente foi
homogeneizada por agitacdo preferencialmente vigorosa apds a adicdo de cada
componente da mistura. A solucdo do kit reagente resultante, conservada em vidro
escuro a temperatura ambiente, mantém 100% de suas caracteristicas quimicas e
fisico-quimicas durante 60 dias e apresentou um tempo de meia-vida de 9-10 meses. A
faixa de deteccdo dos acidos biliares, usando a solucao do kit reagente é bem definida.
Ndo ha interferéncias dos excipientes contidos nas formulagdes farmacéuticas e
cosméticas testadas. Além de ser facilmente preparado, o kit reagente, ainda

apresenta a grande vantagem e pode ser usado em larga ou micro escala.

Seguem abaixo descri¢cdes da invencdo, em algumas de suas modalidades

preferidas, em relagdo as figuras 1, 2 e 3.

1. Esquema do complexo de inclusdao formado entre a ciclodextrina e indicador,
no qual ciclodextrina (CD) a qual é misturada com o indicador (I) na presenca

de solucdo tampao (T), como mostra a figura 1;

2. Esquema da molécula lipofilica deslocando o indicador da cavidade da
ciclodextrina no qual o complexo de inclusdo ciclodextrina-indicador (CDI) em
solucdo tampado (T) é misturado a amostra (A) que é uma molécula lipofilica a

qual forma o complexo de inclusdo (CDA);

3. Esquema do sistema de dosagem de moléculas hidrofébicas com a solucdo do
kit reagente o qual é composto por um dispositivo que contém mddulo de
anadlise (DA); modulo de leitura de resultados (LR) e mdédulo de transmissao
(MT), o qual estd conectado a um servidor a distancia com moddulo de

transmissao;

Uma modalidade preferida, conforme descrito na figura 1, descreve a
preparacao do complexo de inclusdo entre a ciclodextrina e a molécula lipofilica do
indicador em solucdo tampao no pH especifico para o indicador utilizado, sob agitacdo

preferencialmente vigorosa a temperatura ambiente.

Na presente invengdo, preferimos formular o complexo de inclusdo entre a 3-

ciclodextrina e a fenolftaleina como indicador em tampdo bicarbonato, que ndo sé
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manteve o pH alcalino ideal para o indicador usado, como também funcionou como

estabilizador do complexo de inclusdo, requerido para a construgao do kit reagente.

A fenolftaleina em solu¢dao tampdo no pH alcalino apresenta cor de rdseo a
vermelho, mas ao formar o complexo de inclusdo com a ciclodextrina (p-ciclodextrina-
fenolftaleina), a solugdo fica incolor devido a entrada da fenolftaleina na cavidade

lipofilica da molécula de ciclodextrina.

A segunda modalidade é representada na figura 2 que mostra a formacao
competitiva do complexo de inclusdo entre a ciclodextrina e a molécula lipofilica
contida na amostra, ocorrendo a substituicdo do indicador pela molécula lipofilica da
amostra na cavidade da ciclodextrina, provocando a mudanga de colora¢dao devido ao

pH da solucdo tampao na parte externa da molécula de ciclodextrina.

Para esta invencdo, as moléculas lipofilicas utilizadas como amostras foram os
acidos biliares (acidos desoxicdélico e ursodesoxicélico), os quais foram colocados em
contato com a solugdo do kit reagente (complexo de inclusdo B-ciclodextrina-
fenolftaleina), em tampdo carbonato de sédio a pH 10,5. A substituicio da
fenolftaleina da cavidade da molécula de B-ciclodextrina pelos acidos biliares,
formando os complexos de inclusdo --ciclodextrina-acidos desoxicélico e/ou pB-
ciclodextrina-acido ursodesoxicdlico, fez com que a solu¢do tamponada do kit reagente
passasse de incolor para rdseo, cuja intensidade foi proporcional a concentracdo
desses acidos biliares adicionadas a solugdo do kit reagente. Os testes comprovaram
gue os acidos biliares testados podem ser mensurados numa faixa de linearidade bem

definida de 6,1x10® a 3,1x10> mol/L.

Na referida invencdo, também foi testado o alcaldide cafeina como molécula
lipofilica e como reagente ativo o complexo de inclusdo B-ciclodextrina-vermelho de
metila em tampao carbonato de sddio a pH 10,5. A substituicdo do indicador vermelho
de metila da cavidade da molécula de [-ciclodextrina pela cafeina formou por
competividade complexo de inclusdo B-ciclodextrina-cafeina, causando mudanga de
coloracdo do meio reagente em tons de vermelho, cuja intensidade foi proporcional a

concentracdo desse alcaloide adicionado a solucdo do kit reagente. Os testes
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comprovaram que o alcaloide testado pode ser mensurado numa faixa de linearidade

definida.

Numa modalidade preferida, conforme descrito na figura 3, um dispositivo de
leitura, transmissdao e recepc¢do de sinais digitais e andlise de resultados é utilizado
para determinar a concentracdo de moléculas lipofilicas nas amostras testadas
comparando a intensidade de coloracdo produzida pela amostra a coloracdo produzida
por um padrdo de concentragdao conhecida e um branco, cuja amostra foi substituida
por dgua ou tampdo. O leitor é composto de um transmissor (3G, ou outros) que
transmite e recebe resultados de analises de um servidor a distancia, permitindo que a
analise seja realizada “in loco”, facilitando a fiscalizacdo ou a assisténcia das entidades

competentes nas situacdes a longa distancia.
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REIVINDICACOES

1. Método para estabilizar o complexo de inclusao ciclodextrina-indicador
utilizando solugdo tampao para manter o pH especifico de cada indicador e

estabilizar o complexo de inclus3o.

2. Método como descrito na reivindicagdo 1, onde a ciclodextrina é (-

ciclodextrina.

3. Método como descrito na reivindicagdo 1, onde o indicador é

fenolftaleina.

4. Método como descrito na reivindicacdo 1, onde o complexo de inclusao
B-ciclodextrina-fenolftaleina (B-CD-PHP) é preparado em solu¢do tampado

carbonato para manter o pH alcalino.

5. Produto na forma de kit reagente para dosagem de moléculas lipofilicas
caracterizado por ser composto de uma solucdo de complexo de inclusao

ciclodextrina-indicador estabilizada como descrito na reivindicagao 1.

6. Produto conforme a reivindica¢do 5, no qual as moléculas lipofilicas sdo

acidos biliares como acidos desoxicdlico e ursodesoxicdlico.

7. Produto conforme a reivindicacdo 5, no qual as moléculas lipofilicas sao

alcaléides como cafeina, nicotina, dentre outros.

8. Método de preparacdo do gel reagente para moléculas lipofilicas
caracterizado por colocar a solucdo de complexo de inclusdo ciclodextrina-
indicador estabilizada pelo método descrito na reivindicacdo 1 dentro de uma

matriz polimérica.

9. Método como descrito na reivindicacdo 8, onde a solugdo reagente
estabilizada é composta pelo complexo de inclusdo [-ciclodextrina-
fenolftaleina (B-CD-PHP) preparada em solugdo tampao carbonato para manter

o pH alcalino.
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10. Método como descrito na reivindicacdo 8, onde a matriz polimérica é
alginato.
11. Método de preparacdo das fitas reagentes para moléculas lipofilicas

caracterizado por colocar gel de complexo de inclusdo ciclodextrina-indicador
estabilizado pelo método descrito na reivindicacdo 8 sobre uma superficie

solida.

12. Método como descrito na reivindicacdo 11, onde o gel é composto pelo
complexo de inclusdo B-ciclodextrina-fenolftaleina (B-CD-PHP) em tampdo

carbonato e alginato.

-

13. Método como descrito na reivindicagcdo 11, onde a superficie sélida

uma fita de papel tipo cartolina.

-

14. Método como descrito na reivindicacdo 11, onde a superficie sélida
uma fita de papel com cobertura composta por polimeros hidrofébicos com

pogos de amostragem.

15. Processo de utilizagdo de fitas reagentes descritas na reivindicacdo 11

como sensor Otico para dosagem de moléculas lipofilicas.

16. Processo como descrito na reivindicacgdo 15, onde as moléculas

lipofilicas sdo acidos biliares, acidos desoxicélico e ursodesoxicélico.

17. Processo como descrito na reivindicagdo 15, onde as moléculas

lipofilicas sao cafeina, nicotina, dentre outras.

18. Processo como descrito na reivindicacdo 15, onde as fitas reagentes

contem pogos para controle, padrdo e amostras.

19. Dispositivo de leitura, transmissdo e analise de dosagem de moléculas
lipofilicas caracterizado por ser um maddulo de leitura (scan, por exemplo), um
modulo de transmissdo e recepcdo de sinais digitais e um mddulo de analise

gue pode ser colocado a distancia dos dois primeiros.

88



10

1/1

DISPOSITIVO (RESUMO)

A presente invencao refere-se a um produto na forma de kit reagente para
dosagem de moléculas lipofilicas que contém complexo de inclusdo entre ciclodextrina
e indicador como componente ativo, estabilizado em solucdo tampdo. Kit reagente
que pode ser usado em laboratérios de controle de qualidade de formulagGes
comerciais que contém moléculas lipofilicas, analise “in loco” de produtos comerciais
ou analises a longa distancia para controle de qualidade ou fiscalizacdo de produtos
comerciais, ou mesmo para monitoramento de pacientes, uma vez que a presente
invencdo pode ser usada em diferentes modalidades, tais como sensor dptico que
pode ser analisado por dispositivos de andlise, leitura e transmissdao, o que facilita o
trabalho de orgdos de fiscalizacdo ou laboratérios de controle de qualidade de

produtos comerciais.
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Abstract

Based on the fact that quercetin (QUE) and resveratrol (RES) induce a synergic
inhibition of the adipogenesis and increase apoptosis in adipocytes, and that sodium
deoxycholate (SDC) has necrotic effects, the nanoencapsulation of QUE and RES into
SDC-elastic liposomes is proposed as a new approach for dissolution of the
subcutaneous fat. Constituent concentrations and the incorporation of drug cyclodextrin
inclusion complexes on the stability of QUE/RES-loaded liposomes were studied. The
best liposomal formulation produced, reduced the use of phosphatidylcholine and
cholesterol in 17.7% and 68.4%, respectively. Liposomes had a mean diameter of 149
nm with a polydispesion index of 0.3. The zeta potential of liposomes was slightly
negative (-13.3) due to the presence of SDC in the phospholipid bilayer. Encapsulation
efficiency of QUE and RES into liposomes was almost 97%. In conclusion, QUE/ RES-
loaded elastic liposomes are suitable for subcutaneous injection, thereby providing a
new strategy for reduction of subcutaneous fat.

Keywords: Quercetin, Resveratrol, Sodium deoxycholate, Elastic liposomes,

Experimental design, nanotechnology
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1. Introduction

The natural compounds quercetin (QUE) and resveratrol (RES) are both
flavonoids that have effects on the biochemical and metabolic functions of adipocytes,
such as the inhibition of adipogenesis and the induction of apoptosis. QUE and RES in
association caused a reduction in cell viability of more than 70% in primary human
adipocytes and 3T3-L1 murine adipocytes [ 1, 2]. The treatment of 3T3-L1 adipocytes
with QUE attenuated adipogenesis and decreased the expression of adipogenesis-related
factors and enzymes by up-regulating the levels of phosphorylated adenosine
monophosphate-activated protein kinase and its substrate. Finally, QUE induced
apoptosis by modulation of the ERK and JNK pathways, down-regulating the
expression of anti-apoptotic bel-2 and activation of caspase-3 [3]. RES caused the
inhibition of cell proliferation during early preadipocyte development; the inhibition of
differentiation and lipid accumulation during later preadipocyte development; and the
induction of lipolysis and apoptosis of mature adipocytes. RES also mediated the down-
regulation of adipocyte specific transcription factors and enzymes via genes that
modulate mitochondrial function [4]. Moreover, RES activated the expression of Sirtl,
reducing lipid accumulation by the repression of PPARY in differentiated adipocytes [2].

Despite the action of QUE and RES in reducing adipocyte viability, there are few
in vivo studies in this subject and the use of both these flavonoids for improving
dissolution of subcutaneous fat is not described in the literature. In addition, QUE and
RES have low aqueous solubility and low bioavailability [5]. In this way, liposomes
offered advantages in the attempt to overcome all these limitations. Liposomes are self-
assembled colloidal vesicles consisting of one or more concentric phospholipid bilayers
organized around an aqueous inner compartment, and are used as nanocarriers for drugs,

biomolecules and diagnostic agents [6, 7]. Ceve and Blume [8] introduced the first
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elastic liposomes with high deformability (called Transfersomes™), which are formed by
the association of phosphatidylcholine (PtdCho) with sodium cholate or sodium
deoxycholate (SDC), thus improving drug delivery. The main difference between
deformable and conventional liposomes is the high and stress-dependent adaptability of
such deformable vesicles, which enables them to squeeze between the cells, despite
their large average vesicle size [9]. As reported, SDC is one of the components of the
subcutaneous “phosphatidylcholine injection” used to dissolve localised subcutaneous
fat. SDC can also be used for treating lipomas and lipodystrophy [10, 11]. In this
formulation, phosphatidylcholine acts as a buffer to delay and diminish the unopposed
dramatic effect of SDC. The latter cause massive fat necrosis by its detergent effect and
changes in the skin overlying the treatment region [ 10, 12].

In this framework, the present study proposes an innovative elastic liposomal
formulation containing quercetin and resveratrol for the dissolution of subcutaneous fat.
Two experimental designs were developed to identify the constraints and to study
experimental conditions such as the concentration of phospholipids, the entrapment of
QUE and RES in the phospholipid bilayer or their encapsulation in the aqueous phase of
liposomes as cyclodextrin inclusion complexes. The release kinetics of QUE and RES

were also investigated.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Soya phosphatidylcholine (PtdCho) (Epikuron 200) was obtained from Lucas
Meyer (Hamburg, Germany), 2-Hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HPB-CD) were
obtained from Fluka (Steinheim, Germany). Cholesterol (C), stearylamine (SA),

phenolphthalein (PHP), poly-L-lysine, osmium tetroxide, sodium deoxycholate (SDC),
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quercetin (QUE) and resveratrol (RES) were obtained from Sigma (St. Louis, MO,
USA). Acetonitrile, chloroform, methanol and monobasic potassium phosphate were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Analytical grade chemicals without any

further purification and deionised water were used in all the experiments.

2.2. Methods
2.2.1. Apparent solubility and dissolution rate of QUE and RES

Excess amounts of QUE and RES were added to water, 50 mM potassium
phosphate buffer solution (PP) at pH 7.4 or 50 mM phosphate buffered saline (PBS) at
pH 7.4 following which they were incubated at 37 = 1°C and shaken until reaching
equilibrium. The content of QUE and RES was assessed by UV spectrophotometry
(Pharmacia Ultraspec 3000 Pro spectrophotometer) at 370 and 307 nm, respectively.
The solubility was determined using the QUE (0.31 — 20 pg/ml) and RES (0.02 — 20
pg/ml) standard curves, respectively. The dissolution constant was calculated from the
cumulative amount of dissolved drug (ng) versus time (h) plots according to USP [13].
Data were fitted by linear regression analysis and the slope of the linear equation

corresponds to the dissolution rate.

2.2.2. Inclusion complexes of SDC, QUE and RES with HPB-CD
Drug inclusion complexes with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (SDC:HPB-CD;
RES:HPB-CD and QUE:HPB-BCD) were prepared at a 1:1 molar ratio using the co-

precipitation technique [ 14, 15].

2.2.3. HPLC validation method for determining QUE and RES in elastic liposomes
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Samples of elastic QUE and RES-loaded liposomes were diluted in methanol and
injected into the HPLC system. Two different methods for determining QUE and RES
were validated. The chromatographic system (FPLC AKTA purifier) operated by the
software UNICORN 4.1 (Amersham Biosciences) consisted of a quaternary pump
(model P-900), an auto sampler and a UV-900 detector (Amersham Biosciences). The
chromatographic run was performed using a reverse phase Cg column (125 A, 3.9 x
300 mn i.d. particle 5 pum, Bondapack™) with 50 pl of the sample injection volume at
25°C. HPLC analysis of QUE (Method 1) was carried out using a mobile phase
consisting of acetonitrile and methanol (4:6 v/v) at a flow rate of 1.2 ml/min and
detection at 370 nm, while the assay of RES (Method 2) was performed using a mobile
phase consisting of acetonitrile and methanol (6:4 v/v) at a flow rate of 0.3 ml/min and
detection at 307 nm.

The method for quantifying QUE and RES in elastic liposomes was validated
following the procedures presented by the European Medicines Agency (EMEA,
CPMP/ICH, 381, 95). Absorbance vs. concentrations curves were plotted using standard
solutions of QUE or RES at concentrations ranging from 2 to 80 ug/ml and 1 to 50
pg/ml, respectively. Assays were performed in triplicate. The linearity of the standard
curves was validated for each drug by the least square method and one-way analysis of
variance (ANOVA), assuming p<0.05. The limits of detection and quantification were

also determined.

2.2.4. Preparation of elastic QUE/RES-loaded liposomes
SDC elastic liposomes containing QUE and RES entrapped in their phospholipid
bilayer or SDC:HPB-CD, RES:HPB-CD or QUE:HPB-CD) inclusion complexes

encapsulated in their aqueous inner cavity were prepared using the thin lipid film
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method [16, 17]. Briefly, a thin lipid film, named as organic phase (OP), consisting of
PtdCho and C with or without SA was produced from a mixture of CHCl;:MeOH (3:1
v/v) under magnetic stirring. The solvents were removed under pressure at 37 = 1 °C, 80
rpm for 60 min. This film was then hydrated with 10 mL of an aqueous phase (AP)
containing 50 mM potassium phosphate buffer (PP) at pH 7.4 or 50 mM phosphate
buffered saline (PBS) at pH 7.4, resulting in the formation of multilamellar liposomes.
This liposomal suspension was then sonicated (Vibra Cell, BRANSON, USA) at 200 W
and 40 Hz for 300 s to form small unilamellar liposomes. SDC, QUE or RES were
placed in the organic phase for the lipid film formation; and SDC:HPB-CD, RES:HPj-

CD and QUE:HPB-BCD were placed in the AP during the lipid film redispersion.

2.2.5. Experimental designs

At first, a two-level 2° fractional experimental design was employed to optimize
the formulation of liposomes. Factors of formulation that mainly influenced the
physicochemical characteristics of liposomes such as constituent concentrations
(PtdCho and C) and drug inclusion complexes with HPB-CD were evaluated at two
levels and central point. The factors were defined as follows: Factor A = PtdCho (69.95,
82.32 and 94.69 mM); Factor B = C (18.74, 23.52 and 28.30 mM); Factor C = SDC in
the organic phase (OP = 1.45 - 0.725 mM) or in the aqueous phase (AP = 1.45 - 0.725
mM); Factor D = QUE (OP = 0.66 - 0.33 mM and AP = 0.66 - 0.33 mM); Factor E =
RES (OP =0.88 - 0.44 mM and AP = 0.88 - 0.44 mM). The mean size, polydispersity
index (PDI), zeta potential ({ mV) and drug encapsulation efficiency (EE%) of
liposomes were used as the response variables of the design study. Next, a two-level 2°
full experimental design was employed for studying the drug concentration effects and

the co-encapsulation of QUE and RES (1:1 molar ratio) on the liposomal
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101
physicochemical parameters evaluated at two levels and central point as mentioned
above. The factors were defined as follows: Factor A = C (13.96, 18.74 and 23.52 mM));
Factor B=SDC (1.45, 3.625 and 5.80 mM); Factor C = QUE and RES (1.54, 3.08 and

4.62 mM).

2.2.6. Physicochemical characterisation of elastic QUE/RES-loaded liposomes

Drug encapsulation efficiency (EE%) was determined through the ultrafiltration/
ultracentrifugation technique using Ultrafree” units (Millipore, USA). After
centrifugation of the samples (Ultracentrifuge KT-20000, Kubota, Japan) at 8.776 g for
1 hat 4 °C, the contents of QUE and RES in the supernatant were measured by a
validated HPLC method as described above. The EE% was determined as follow:

EE% [measuredDrug|—[unloadedDrug |
0 —

(M

[measuredDrug |

In the liposomes containing QUE and RES co-encapsulated, the total EE% was defined

as:
EE% = % (EE%QUE + EE%RES) 2)

The particle size and polydispersity index (PDI) of elastic liposomes were
determined by standard photon correlation spectroscopy (Beckman-Coulter Delsa™
NanoS Particle analyser, Germany) at a fixed angle of 90°. The zeta potential ({ mV) of
liposomes was measured at 25°C using the electrophoresis technique (Zetatrac NC-148,

Microtrac, USA).

2.2.7. Scanning electron microscopy of elastic QUE/RES-loaded liposomes
Samples for scanning electron microscopy (SEM) evaluation were obtained by

dispersing a drop (20 pl) of the liposomal formulation onto a coverslip containing poly-
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L-lysine solution (0.01% w/v), dried at room temperature (25°C) and fixed with 2%
osmium tetroxide vapour for 1 h at 4°C. The coverslip was then fixed on an SEM-stub
using conductive double-sided tape, coated with a thin layer (100 nm) of gold/palladium
in a vacuum sputtering, and examined (JSM-5600 microscope, Jeol, Japan) at 5 and 10

kV.

2.2.8. In vitro release kinetics of QUE and RES from elastic liposomes

The release kinetics of QUE and RES from elastic liposomes was performed using
the dialysis sac technique (cellulose membrane, cut-off = 12,400 MW, Sartorius,
Germany). For this purpose the sink conditions were established according to apparent
solubility studies (item 2.2.1). An aliquot of 0.4 ml elastic liposomes was transferred to
the dialysis sac, which was sealed and immersed in dark flasks containing 250 ml of
100 mM potassium phosphate buffer solution (pH 7.4). The release system was
maintained under magnetic stirring (100 rpm) at 37 £ 1°C. At a predetermined sampling
time, 1 mL aliquot of medium was drawn and replaced with the same volume of fresh
release medium. QUE and RES content were measured by HPLC as described above.
Results are expressed as the percentage of released drug as a function of time and values

represent the mean =+ standard deviation (SD) of three assay replicates.

2.2.9. Statistical analysis
The statistical analyses of data were carried out using the Statistica 8.0 software

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Differences were considered significant at p<0.05.

3. Results

3.1. Apparent solubility and dissolution rate of QUE and RES
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The results of the apparent solubility of QUE and RES in water, 50 mM PP buffer
solution and 50 mM PBS at pH 7.4 are shown in Table 1. The solubility of QUE
increased tenfold in PP buffer solution at 7.4 pH (3.2 ug/ml) with respect to its
solubility in water (0.3 pg/ml). This result is explained by the slight ionization of QUE
that occurred at pH 7.4 (pKa = 6.74) [ 18]. These results corroborate those previously
reported by Priprem et al. [ 19], where a QUE solubility of 0.7 pg/ml in water and 4.3
pg/ml in 7.4 pH buffer solutions at 37°C, respectively, was determined. On the other
hand, no change in the solubility of RES was found in pH 7.4 buffer solutions because
no ionization of the RES molecule that occurred at this pH (pKa =9.3) [20]. These
results were not unexpected bearing in mind the pKa values of these flavonoids.
Further, as the QUE molecule has the potential to ionize phenolic hydroxyl groups, a
pH-dependent solubility is to be expected. As previously described for a QUE
dissolution study [21] at lower a pH, the free H' ion tends to keep QUE in its molecular
state and its ionization is avoided. On the other hand, the concentration of H ion
decreases gradually with an increase in pH. Therefore, at high pH QUE behaves as a
weak acid, which means that QUE is being ionized, leading to an increase in its

solubility.

3.2. Inclusion complexes of SDC, QUE and RES with HPB-CD
The Kc¢;.; of SDC:HPB-CD was 2.12 x 10* M. The K¢;.; of QUE:HPB-CD and
RES:HPB-CD inclusion complexes were previously determined with values of 1.42 x

10> M and 1.82 x 10° M, respectively [22, 23].

3.3. HPLC validation method for determining QUE and RES in elastic liposomes

10
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Two independent HPLC methods were validated to quantify QUE and RES in
liposomes without drug extraction. The detection was carried out at different
wavelengths, 370 nm for QUE and 307 nm for RES. The retention time of QUE was
3.56 min (Method 1) and 11.13 min for RES detection (Method 2). The standard curves
for the linearity assays were plotted with five concentrations allowing the derivation of
the following regression linear equations: [QUEgm] = 3.86 (£ 0.17) x A —13.31 (£
7.93) and [RES;gmi] = 23.31 (+ 0.33) x A —24.29 (+ 9.6). The standard curves were
validated by the least squares method showing correlation coefficients higher than
0.9975 and the one-way analysis of variance (ANOVA) showing F and p values of
57,133.04 and 0.0002 for QUE and 4,884.57 and less than 6 x10° for RES,
respectively. The limits of detection were 0.78 pg/ml for QUE and 0.13 pg/ml for RES,
respectively. The corresponding limits of quantification were 2.59 and 0.43 pg/ml,

respectively.

3.4. Properties of elastic QUE/RES-loaded liposomes

After the formulation, the macroscopic appearance of the liposomal dispersions
was observed. Liposomal formulations exhibited a milky appearance with a typically
bluish reflection characteristic of nanometric dispersed vesicles [17]. Table 2 shows the
effect of the PP or PBS buffers on the properties of liposomes. No significant
differences in mean size between PP-liposomes with or without SA and PBS-liposomes
with SA were observed using the Tukey test (p<0.05). However, PBS-liposome without
SA showed the largest mean size. A slight increase in the mean diameter of the
liposomes without SA occurred, probably due to an increase of the vesicle aggregation,

given the low zeta potential of liposomes. Suitable PDI values were obtained in all
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formulations. Based on these results, PP-liposomes were thus chosen for
nanoencapsulation of drugs.

The physicochemical characteristics of elastic QUE/RES-loaded liposomes are
shown in Table 2. Elastic liposomes with SA showed smaller sizes than those without
SA. With reference to the PDI value, no significant differences were observed. QUE-
loaded liposomes showed a statistically significant difference in mean size (p<0.05), but
no significant differences were found in the PDI. QUE-loaded liposomes with SA
presented the lowest average diameter. In addition, It was also observed that the SA
influenced the UV absorptivity of QUE (data not shown), resulting in a reduction of
more than 10% in EE%. Among the formulations produced with QUE, liposomes
without SA were chosen for further experiments because they showed a higher EE%, as
well as maintaining drug stability during the manufacturing process. Furthermore, the
mean size of liposomes was compatible with the subcutaneous injection (> 100 nm),
allowing them to remain at the site of injection [24]. In relation to the mean size, EE%
and PDI, RES-loaded liposomes showed no statistical significant differences (p<0.05).
RES-loaded liposomes without SA were thus chosen, due to their higher EE% and also

the co-encapsulation of QUE without being affected by SA.

3.5. Experimental designs

The nineteen experimental runs of the two-level 2> fractional design and their
responses are shown in Table 3. The experiments were randomly evaluated in order to
nullify the effect of inappropriate nuisance variables. The preliminary runs (Table 2)
were conducted initially to establish the feasible range of each formulation parameter.
All liposomes had a mean size compatible with subcutaneous injection (> 100 nm),

where the formulations prepared with the lower concentration of PtdCho (69.65 mM)
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and SDC placed in the organic phase showed the lowest PDI values (Table 3). In
addition, the high values of zeta potential were observed when SDC and RES were
placed in the organic phase and the smallest PtdCho concentration (69.65 mM) was
used. Finally, the greatest EE% was observed when SDC and RES were used in the
organic phase (p<0.05). The mean values of pH and absolute viscosity values of all
liposomal formulations were 7.64 = 0.07 and 0.372 + 0.001 mPa.s, respectively.

Fig. 1 shows the scatter plots indicating the best liposomal formulations (runs 9
and 3), which have in common the lowest PtdCho concentration (69.65 mM), and SDC
and RES placed in the organic phase. QUE high encapsulation efficiency was found
regardless of its location in the organic or aqueous phase, allowing the choice of the
organic phase in order to design a simple and less expensive liposomal formulation.

Based on these findings, a new experimental design was proposed, taking into
account the variables C concentration and QUE and RES co-encapsulation in the
presence of SDC. The SDC concentration was also studied as it can lead to an
improvement in the zeta potential of liposomes. The experimental runs of the two-level
2° full experimental design and their responses are summarized in Table 4. The
concentration of C was not statistically significant for all physicochemical
characteristics and was used in a minor concentration (13.96 mM) for further
experiments. These results are shown in Fig. 2. The formulation prepared with C, SDC,
QUE and RES at 13.96, 5.8 and 4.62 mM (run 7) had the best parameters: high EE%
(97.5 £ 0.06%), satisfactory values of mean size (149.4 £ 2.47 nm) and PDI (0.295 +
0.011). These elastic liposomes were morphologically analysed by SEM, exhibiting
well- dispersed vesicles without aggregation (Fig. 3a) and spherical-shaped particles

(Fig. 3b). In addition, light fringes were observed, which could be misinterpreted as the
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lamellar structure of liposomes. But this phenomenon is due to the fixation with

osmium tetroxide vapour [25].

3.6. In vitro release kinetics of QUE and RES from elastic liposomes

As shown in Fig. 4, the in vitro release profiles of elastic QUE- and RES-loaded
liposomes were compared. QUE was released from liposomes (56.3%) at 1 h, which
corresponds to the burst effect. Next, a controlled release was verified from 56.3 to
98.29% for 57 h. For RES, the burst effect corresponded to 53.34% at 1 h, followed by
a controlled release from 53.34 to 96.42%, reaching the maximum release at 54.5 h.
The in vitro kinetic behaviour of QUE/RES-loaded liposomes seems to be suitable
bearing in mind that an initial burst effect is required to quickly achieve levels as high
as 100 uM of QUE and RES, which are essential for the enhanced inhibition of

adipogenesis and induction of apoptosis [2].

4. Discussion

Treatments to dissolve subcutaneous fat based on the detergent action of SDC in
lipid structures with high concentrations of phospholipid have been developed and
commercialized, despite presenting several adverse effects [11]. As a result, there has
been a renewed interest in developing new products to be used as an adjuvant in
treatment with SDC. With this in mind, this study focused on the development and
characterization of an innovative product based on elastic SDC liposomes containing
QUE and RES co-encapsulated for subcutaneous administration.

It is well known that the stability of liposomes is dependent on both formulation
and manufacturing method parameters. In the present study, the preformulation of

liposomes varying the concentration of constituents and the phase of incorporation was
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carried out. The encapsulation of QUE or RES into liposomes altered the mean size,
PDI and surface charge in relation to unloaded liposomes (Table 1). The presence of
stearylamine, adds positive charged character to phospholipid bilayers of liposomes,
caused a decrease of about 10% in the encapsulation efficiency of quercetin (p<0.05).
However, high encapsulation efficiencies of QUE in liposomes prepared with SA
(PtdCho:C:SA, 7:2:1) or without SA (PtdCho:C, 7:2) were attained (86 + 5.2% and 97.3
+ 1.3%, respectively). Indeed, it has been shown that QUE exhibits a high affinity for
liposomes as a result of its planar configuration, which can be easily intercalated into
the organized bilayer structure of the phospholipid molecules forming the liposomes
[26]. As previously reported, QUE-loaded liposomes prepared with a mixture of egg
phosphatidylcholine and cholesterol at a 1:1 molar ratio and quercetin (2:1:1) presented
encapsulation efficiencies ranging from 62% to 81% [19].

On the other hand, no effect of SA on the entrapment efficiency of RES in the
phospholipid bilayer of liposomes was found. Furthermore, the entrapment of QUE or
RES did not squeeze out stearylamine molecules from the phospholipid bilayer, since a
positive surface charge (zeta potential varying from 21 to 26 mV) of liposomes was
measured (Table 2). The liposomes prepared with SA containing drug:HPB-CD
inclusion complexes showed the same zeta potential than uncomplexed drugs, but the
liposomes prepared without SA showed smaller zeta potential values than those
containing drug:HPB-CD inclusion complexes. Moreover, drug penetration into the
phospholipid bilayer can modify the zeta potential of liposomes. As previously reported,
neutral and positively charged liposomes were more localized in the regional lymph
nodes than negatively charged liposomes after subcutaneous administration [27]. Based
on these findings, the liposomes prepared without SA (negatively charged liposomes)

were thus chosen for further experimental designs.
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From the results, the co-encapsulation of QUE and Res in elastic SDC-
liposomes was considered using a full 2° experimental design. In this study, the
influence of liposome constituents and the incorporation of drugs into cyclodextrin
inclusion complexes were evaluated. All liposomal formulations presented a particle
size greater than 100 nm (Table 3), being therefore suitable for subcutaneous
administration. The absorption of liposomes from the injection site after subcutaneous
administration is size-dependent and governed by the transport of vesicles through the
interstitial organized structure [24]. In fact, it was found that large liposomes (larger
than 100 nm) will have more difficulty in passing through the interstitial structure and
will remain at the site of injection. On the other hand, smaller vesicles can migrate
through the aqueous channels in the interstitial structure and reach the lymphatic
system.

No statistically significant differences in the physicochemical parameters of
elastic SDC- liposomes with QUE and RES entrapped or encapsulated as cyclodextrin
inclusion complexes were found. Similar results were obtained by Gillet et al. [9] for
betametazone in HPyCD and Crysmeb inclusion complexes encapsulated into elastic
SDC-liposomes. The encapsulation of drug inclusion complexes was subsequently
removed for further design experiments in order to obtain more simple formulations
with reduced costs.

The liposomal formulations 9 and 3 had optimal physicochemical parameters
(Fig.1), but differed in relation to C concentrations, which influence the rigidity of the
phospholipid bilayer [28] and, as a result, the stability of liposomes. In contrast, SDC
provides a more fluid bilayer as described by Chen et al. [29]. As the results of the
influence of C and SDC concentrations on the physicochemical parameters of liposomes

were inconclusive, a full 2° experimental design was developed with the aim of
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encapsulating a large amount of drug. Again, the mean size of all liposomal
formulations was higher than 100 nm (Table 4). The PDI of the chosen liposomes
varied between 0.2 and 0.3 (formulation 7), indicating a narrow size distribution of
vesicles and the homogeneity of the formulation. Moreover, liposomes prepared with
high SDC concentrations exhibited a smaller size than those with small SDC
concentrations. This reduction of the particle size diameter of elastic SDC-liposomes
may be attributed to the increased flexibility and reduced surface tension of these
vesicles. In addition, the final pH of all formulations of elastic SDC-liposomes was 7.4.
Indeed, it has been reported the hydration of elastic SDC-liposomes prepared with pH
7.4 buffer solutions reduces the vesicle size and improves drug loading [29].

No significant effect of C concentrations on the physicochemical parameters was
found (Fig. 2). On the contrary, the increase in SDC concentration caused a slight
increase in the zeta potential (a statistically significant positive effect), due to the
presence of SDC molecules negatively charged at the surface of liposomes.

The typical elastic SDC-liposomes obtained in this study were able to entrap 23
times more quercetin and resveratrol (4620 pM) than the formulations reported in the
literature (100 uM). Yang et al. [2] studied the combined effects of QUE and RES
treatment (both at 100 pM) on 3T3-L1 cells and found a decrease in their viability (73.5
+ 0.9%) and an increase in apoptosis (310.3 + 9.6%), which was more pronounced than
the treatment with QUE or RES alone. In addition, Park et al. [ 1] studied the effects of
QUE and RES (100 uM) associated with genistein (50 pM) on early- and mid-phase
maturing, and lipid-filled mature 3T3-L1 cells. A decrease in cell viability and an
induction of apoptosis were observed. Based on these findings, the association of QUE

and RES in liposomes is justified by the enhancement of their synergistic effects.
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In relation to SDC, the concentration used to dissolve localised fat is 42 mg/ml,
which has necrotic effects and causes various adverse events [ 10]. In the present study
the SDC concentration entrapped in liposomes was 2.4 mg/ml, which is less than that
used to dissolve localised fat. However, a possible necrotic effect of the elastic
liposomal formulations produced cannot be ruled out.

Experimental designs showed that a reduction in the PtdCho and C concentrations
of 17.68% and 68.36%, respectively, can be achieved for manufacturing stable
liposomes containing three times more nanoencapsulated SDC, QUE and RES
(formulation 7). This formulation presented a mean size and PDI values of 150 nm and
0.29, respectively, a zeta potential slightly negative (-14 mV) and EE% higher than
97%. On this basis, the liposomes prepared with PtdCho, C and SDC (69.65, 13.96 and
5.8 mM, respectively) containing QUE and RES at 4.62 mM were chosen for the in
vitro release kinetics.

In vitro release kinetic studies have been used as a surrogate indicator of in vivo
drug availability [29], especially for poorly water-insoluble drugs such as QUE and
RES. In this study, the kinetics showed an initial drug burst effect, which was
considered important for attaining higher levels of QUE and RES (>100 uM). The
complete release of drugs was attained at 60 h (Fig. 4). QUE and RES were entrapped
in the phospholipid bilayer of liposomes and the presence of SDC probably enhanced
lipid fluidity thus permitting enhanced drug leakage, as previously observed [30]. Our
results corroborate those of Chen et al. [29] for the faster kinetic profile of fenofibrate

from elastic (PtdCho/SDC) than conventional (PtdCho/C) liposomes.

Conclusion
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This study offered a new elastic SDC-liposomal formulation containing co-
encapsulated QUE and RES. The experimental design permitted to the optimization of
elastic QUE/RES-loaded liposomes with suitable physicochemical properties and
kinetic drug profiles for subcutaneous injection. This elastic SDC-liposome formulation
thus displayed promising characteristics for further upcoming experiments. Currently, in
vitro and in vivo studies are being undertaken in our laboratory to evaluate the potential

effectiveness of the liposomal formulation in dissolving localized subcutaneous fat.
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AP — Aqueous phase with HPB-CD;
C — Cholesterol;

EE% — Encapsulation efficiency

OP — Organic phase;

PBS — Phosphate buffered saline;
PtdCho — Soya phosphatidylcholine;
PDI — Polydispersity index;

PP — Potassium phosphate buffer;
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QUE — Quercetin;
RES — Resveratrol;
SA — Stearylamine;

SDC — Sodium deoxycholate;

Greek Letters
{ — Zeta potential;

HPB-CD — 2-Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin.
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List of Figures
Fig. 1. Scatter plot of the formulations produced using a 2°"' fractional experimental
design and effects of response variables zeta potential, encapsulation efficiency and

polydispersity index (formulation number indicated above).

Fig. 2. Scatter plot of the formulations produced using a 2 full experimental design and
effects of response variables zeta potential, polydispersity index, quercetin and

resveratrol concentrations (formulation number indicated above).

Fig. 3. SEM micrographs of elastic QUE/RES-loaded liposomes.

Fig. 4. In vitro kinetic profile of QUE/RES-loaded liposomes in pH 7.4 phosphate

buffer solution at 37 °C.
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indicated above).
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SEM micrographs of elastic QUE/RES-loaded liposomes.
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Capitulo 5

Produto nanotecnoldgico de uma formulacao
lipossomal elastica para o tratamento da obesidade,
lipoma, lipodistrofia e gorduras subcutaneas
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PRODUTO NANOTECNOLOGICO DE UMA FORMULAGAO LIPOSSOMAL ELASTICA PARA
O TRATAMENTO DA OBESIDADE, LIPOMA, LIPODISTROFIA E GORDURAS SUBCUTANEAS

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencao

A presente invengdo contempla formulagdes de lipossomas eldsticos em escala
nanométrica contendo como componentes ativos combinados o desoxicolato de sédio,
quercetina e resveratrol e/ou seus complexos de inclusdo com ciclodextrinas
estabilizados em solucdo tampdo para o tratamento de obesidade, lipoma,
lipodistrofia e gorduras subcutaneas por via injetdvel sem a necessidade de remocao
posterior desta gordura. Adicionalmente, esta invencdo também apresenta métodos

para a preparagao destas formulagGes.

Antecedentes da Invencdo

O acumulo de gordura subcutanea pode ocasionar problemas tanto de ordem
clinica quanto estética. Atualmente, existem diversos tratamentos disponiveis, mas
normalmente envolvem métodos cirurgicos bastante invasivos ou tratamentos com
uma série de efeitos colaterais. Diante do exposto, a presente invengdao propde um
produto inovador para a dissolucdo de gordura subcutdnea com o efeito sinérgico de 2
farmacos ou mais farmacos, cujas atividades podem ser potencializadas pela presenca
do desoxicolato de sddio, o que evita a necessidade de posterior remocdao desta

gordura.

Varias doencas envolvem o acumulo de gordura subcutanea, dentre elas a
principal é a obesidade por ser um sério problema de salde publica e também por
estar implicada em uma série de doencas tais como a diabetes tipo Il, hipertensao,
doencas coronarianas e cancer, sendo esta caracterizada pelo aumento do tecido

adiposo (YANG et al. 2008). Lipomas sdo neoplasias de células adiposas maduras
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ocasionadas pelo acumulo de tecido gorduroso que pode se estender por via
intramuscular, normalmente sdao removidos de forma cirdrgica (Rotunda et al. 2005). A
Lipodistrofia é ocasionada por terapia com antivirais devido aos seus efeitos colaterais,
principalmente, em pacientes soropositivos e caracteriza-se pelo acimulo anormal de
gordura subcutanea (Avram et al. 2005). Finalmente, a gordura subcutanea pode
apresentar-se como um problema estético de forma que diversos tratamentos sdo
utilizados para a sua reducdo e/ou remocgdo. Dentre eles a lipoaspiracdo e a cirurgia
cldssica demandam grande tempo de recuperacdo, métodos invasivos podendo

provocar sérias sequelas ou até mesmo levar o paciente a ébito.

Diante do exposto acima, um tratamento bastante usado na dissolucdo de
gorduras subcutaneas é a utilizacdo do desoxicolato de sdédio, este é um dos
componentes da injecdo de fosfatidilcolina ja patenteada (Pl 04189639A,
W02008008468A2, W0O2008066775A2) e do Lipostabil®. Inicialmente, o principio ativo
desta formulagao era atribuido a fosfatidilcolina, mas Rotunda et al. (2004) observou
gue o desoxicolato de sédio administrado isoladamente possuia 0 mesmo efeito que a
primeira. Este método utilizando inje¢Ges para a dissolugdao de gorduras subcutaneas é
erroneamente conhecido como Mesoterapia, e foi desenvolvido na Europa para
posteriormente ser difundido para os Estados Unidos e Brasil. Esta técnica foi

inicialmente utilizada na remocao de celulite (BRYANT, 2004).

Certas patentes e artigos cientificos apresentam a utilizacdao do desoxicolato de
sédio e/ou Llpostabil® para o tratamento de lipomas, lipodistrofia, obesidade e
gorduras subcutaneas, mas estas formulacdes apresentam sérios efeitos colaterais
como edema, eritema, dor, ardor ou sensibilidade no local de aplicacdo. Estas também
ndo se apresentam na forma de lipossomas, ou como complexos de inclusdo com
ciclodextrinas, nem combinadas com flavonoides o que poderia reduzir estes efeitos

colaterais.

O artigo cientifico publicado por Rittes et al. (2001) apresenta o uso da injecdo
de fosfatidilcolina (250 mg/5mL) para a dissolu¢do de bolsas de gordura periorbitais
sendo a pioneira neste tipo de tratamento com posterior uso da injecdo de

fosfatidilcolina (250mg/ 5mL) no tratamento de gordura subcutanea.
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Os artigos cientificos publicados por Rotunda et al. (2004) e Bechara et al (2006
e 2007) demonstram a utilizacdo do Lipostabil® e do desoxicolato de sdédio
(Fosfatidilcolina 5%, desoxicolato de sdédio 4,75%, alcool benzilico 0,9%, agua 100mL)
para o tratamento de lipomas onde houve uma reducdao de mais de 75% na area
tratada, mas também observou-se uma série de efeitos colaterais como edema,

coceira, eritema e queimaduras.

O artigo cientifico publicado por Salti et al. (2008) relata a administracao de
injecdes subcutaneas de fosfatidilcolina/desoxicolato de sédio em 37 pacientes do
sexo feminino portadoras de lipodistrofia onde observou-se uma redugao de 91,9% da
gordura local, mas também observou-se uma série de efeitos colaterais como dor
durante a injecgdo, eritema, queimaduras, edema, coceira no local da inje¢ao, tontura,

mal estar e diarreia.

O artigo cientifico publicado por Rotunda et al. (2004) descreve uma
formulacdo mais simples que o Lipostabil® para o tratamento de gordura subcutanea
com a seguinte composi¢do: Fosfatidilcolina (5% p/v), desoxicolato de sédio (4,75%

p/v), alcool benzilico (0,9% p/v) e dgua (100 mL).

A patente PCT WO 2005/117900 A1 (2005) descreve a composi¢cdo e método
para a remog¢do nado cirurgica de gordura subcutanea utilizando detergentes
farmacologicamente ativos. A formulacdo é composta de desoxicolato de sédio e
fosfatidilcolina com injecdo diretamente no local de tratamento sem a necessidade de

remocao posterior da gordura.

A patente PCT WO 2006/007675 Al (2006) descreve a composicdo de uma
formulacdo usando agentes tensoativos (0,5-10%) como o acido cdlico e o acido
desoxicolico, alcool benzilico 0,3-1%, co-solvente tais como o glicol e o sorbitol (5-10%)

e sua acao sobre a gordura subcutanea e flacidez da pele.

O artigo cientifico publicado por SCHULLER-PETROVIC et al. (2008) apresenta
uma formulacdao baseada no medicamento Lipostabil®, este ultimo utilizado para o
tratamento de embolia gordurosa, para a dissolucdo de gordura subcutanea com a

seguinte composicdo Fosfatidilcolina, (46,5 mg), Desoxicolato de sédio (25,3 mg),
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Alcool benzilico (9 mg), Cloreto de sédio (3,6 mg), Hidréxido de sédio (2,53 mg), DL-a-
Tocoferol (0,15 mg), Alcool etilico (3 mg) e Agua (907,8 mg).

As patentes PCT WO 2008/008468 A2 (2008) e PCT WO 2008/066775 A2 (2008)
descrevem composi¢cdo, método e aparato para o tratamento de gordura subcutanea
ou outras alteracdes do tecido adiposo que afetam a aparéncia da camada de pele
sobrejacente propondo diversas combinac¢des de concentragdes entre fosfatidilcolina e

desoxicolato de sddio, este ultimo variando entre 22 e 42 mg/mL.

As ciclodextrinas podem estabilizar solu¢des supersaturadas de farmacos
aumentando a solubilidade. Esta também aumenta a taxa de dissolucdo e
consequentemente a biodisponibilidade de farmacos. Ciclodextrinas sao formadas de
oligossacarideos ciclicos consistindo de 6 (a-ciclodextrina), 7 (B-ciclodextrina), 8 (y-
ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas por ligacdes a-(1,4) (LOFTSSON E
DUCHENE, 2007). Em solucdo aquosa possuem uma estrutura cilindrica com exterior
hidrofilico e interior hidrofdbico capaz de formar complexos de inclusdo com uma
grande variedade de moléculas dentro de sua cavidade hidrofébica, tais como
farmacos, indicadores, pequenos anions, acidos carboxilicos, alcoois (TAWARAH e
KHOURI, 2000). Estas moléculas ficam ligadas por forgas intermoleculares nao
covalentes (DEL VALLE, 2004; BREWSTER e LOFTSSON, 2007). A literatura ndo
apresenta formulacdes baseadas em desoxicolato de sédio complexado a

ciclodextrinas para a dissolucdo de gorduras subcutaneas.

A patente US 20070071706 (2007) descreve formulaces farmacéuticas para o
tratamento de gordura subcutdnea onde o autor propde a utilizacdo do desoxicolato
como agente emulsificante e a ciclodextrina como agente para aumentar a
permeabilidade de outros fadrmacos. Esta formulacdo ndo utiliza o complexo de
inclusdo desoxicolato de sédio/ciclodextrina, nem faz mencdo a utilizacdo destes por
via injetavel.

Neste contexto, os lipossomas, um dos sistemas de liberacdo controlada de
farmacos mais utilizados, podem ser caracterizados como vesiculas esféricas

constituidas de uma ou mais bicamadas concéntricas de lipideos, que isolam um ou
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varios compartimentos aquosos internos do meio externo podendo proteger o
farmaco da luz e da degradagao por outros processos. Podem ser usados como sistema
transportador visando direcionar o farmaco para a célula alvo e evitar locais
indesejdveis onde o farmaco exerca toxicidade. Estes podem se apresentar em escala
nanométrica, uma area interdisciplinar de pesquisa e desenvolvimento que envolve a
manufatura, processamento e aplicacdo de substancias ou dispositivos que possuem
uma ou mais dimensGes em escala nanométrica (TORCHILIN, 2005; MOZAFARI et al.

2008).

Uma grande vantagem dos lipossomas em escala nanométrica, com relagdo a
outros sistemas transportadores de farmacos, é a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente, quando estes sdao formados de lipideos pertencentes a familia de
lipideos naturais. Além disso, sdo sistemas altamente versateis, cujo tamanho,
lamelaridade, superficie, composicdo lipidica, volume e composicdo do meio aquoso
interno  podem ser manipulados em funcdo dos requisitos farmacéuticos e

farmacoldgicos (BATISTA et al., 2007; FANG et al., 2006; FREZARD et al., 2005).

O desoxicolato de sédio pode ser utilizado como tensoativo aniénico na
formacdo de lipossomas, estes sdo conhecidos como lipossomas eldsticos ou
transferossomas®, mas estas formula¢des nunca foram usadas na dissolucdo de
gorduras, nem possuem farmacos encapsulados com esta aplicacdo, o desoxicolato de
sodio também nado se apresenta na forma complexada com ciclodextrinas. A principal
vantagem dos lipossomas elasticos é a sua deformabilidade e maior penetracdo no
estrato cérneo. Certas patentes e artigos cientificos descrevem o processo de

producdo destas vesiculas.

A patente PCT WO 2011/022707A1 descreve formulagdes lipossomais
compostas de um ou mais fosfolipideos e um ou mais tensoativos ndo i6nicos para o
tratamento de desordens no metabolismo de acidos graxos, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia. Esta patente caracteriza-se com transferossomas®, mas nao

possui o desoxicolato de sddio em sua composicao.
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O artigo cientifico publicado por Gillet et al. (2009) descreve o processo de
preparacao de lipossomas contendo a betametasona, um anti-inflamatodrio,
encapsulada em lipossomas eldsticos cujo tensoativo é o desoxicolato de sddio na
proporgdo de 13% (m/m) para aplicagdo tdpica. Este artigo demonstra que é possivel
produzir lipossomas contendo o desoxicolato de sédio encapsulado, mas nao

apresenta seu uso com ciclodextrinas.

A patente US 6150500 (2000) descreve uma preparagdo para a aplicacdao de
agentes terapéuticos dotados de estruturas de membrana, consistindo de
transferossomas® em escala nanométrica ou micrométrica contendo fosfolipideos
(0,1-30%) e tensoativos na proporcdo de 5:5:1 até 1:500 para atravessar barreiras
naturais tais como a pele, o que ndo inclui aplicagdes por via subcutanea injetdvel. O

autor sugere a incorporacdo de insulina nestes transferossomas® como aplicacdo.

Recentemente descobriu-se que flavonoides como a quercetina, resveratrol e
genisteina possuem acdo apoptética e antiadipogénica em tecido adiposo. Estes
flavonoides ndao podem ser aplicados diretamente in vivo, pois sdo rapidamente
metabolizados em mais de 90%, e possuem baixa estabilidade, sendo necessario a sua

protecdo pela incorporacdo em sistemas de liberagdo controlada de farmacos.

Alguns trabalhos cientificos demonstraram a aplicacdo combinada dos
flavonoides em questdo, tais como o de Yang et al. (2008), que estudou os efeitos de
quercetina (100 uM) e resveratrol (100 uM) combinados em linhagens de células 3T3-
L1 e observou um decréscimo na acumulacado de lipideos de 73,5 + 0,9% e aumento na
apoptose de 310,3 £ 9,6% maior que a utilizagdo destes compostos isoladamente. Park
et al. (2008) também estudou os efeitos combinados de quercetina (100 uM),
resveratrol (100 uM) e genisteina (50 uM) em adipécitos jovens e maduros (3T3-L1)
provocando apoptose. Nao foi observado este efeito quando os compostos eram

utilizados isoladamente.

A gquercetina possui como mecanismo de ac¢do sobre adipdcitos o decréscimo
do potencial de membrana pela reducdo da regulacio de poli (ADP-Ribose)

polimerase, bcl-2 e ativagao da caspase 3, consequentemente iniciando um processo



10

15

20

25

138

7/14

de apoptose pela inibicdo da mitogénese celular. A quercetina também induz lipélise
em adipdcitos, pois é potente inibidora de fosfodiesterase, uma enzima que hidrolisa o
AMPc com consequente inativacdo de proteinas quinases. Devido a inibicdo da
atividade da fosfodiesterase hd um aumento da lipdlise no adipdcito (Raylam et al.,

2008).

Resveratrol pode reduzir a adipogénese e a viabilidade em pré-adipdcitos. Estes
efeitos ndo sdo apenas regulados pela reducdo de fatores de transcricdo e enzimas,
mas também por genes que regulam a funcdo mitocondrial. Adicionalmente,
resveratrol aumenta a lipdlise e reduz a lipogénese em adipdcitos maduros. O uso de
resveratrol também tem mostrado a reducdo na sintese de lipideos em figado de rato
e adipdcitos 3T3-L1. Ele também inibiu a proliferacdo em pré-adipdcitos dependentes
de SIRT-1 e sinergicamente aumentou a producdo de fator alfa de necrose tumoral
(TNF-a) induzindo apoptose em adipécitos humanos. A diferenciacdio dos pré-
adipdcitos e a inducdo de vias metabdlicas do metabolismo dos lipideos incluem a
expressdo de genes especificos tais como PPARy, C/EBPa, proteinas de ligacdo-1c
(SREBP-1c), sintases de acidos graxos (FAS) e lipoproteinas, indicando que o resveratrol
pode alterar a massa de gordura afetando diretamente as vias que envolvem a
adipogénese (BAILE et al., 2011). O Resveratrol também altera a expressao de genes
gue modulam a funcdo mitocondrial, pois ativa a nicotinamida adenina dinucleotideo-
dependente de acetilase SIRT1, uma das sete sirtuinas de mamiferos envolvidas na
homeostase de glicose e no metabolismo lipidico (BAUR, 2010a; b; DAL-PAN et al.,
2010; SZKUDELSKA e SZKUDELSKI, 2010). Esta ativacdo da SIRT1 pelo resveratrol
parece prevenir a obesidade ao induzir o metabolismo mitocrondrial oxidativo de
acidos graxos e também diminuir a resisténcia a insulina em camundongos submetidos

a uma dieta de alto valor calérico.

Certas patentes e artigos cientificos ja apresentaram o uso de formulacdes
lipossomais e dos farmacos quercetina, resveratrol, mas com constituintes e aplicacdes
diferentes das propostas nesta invencdo além de ndo utilizarem o desoxicolato de

sodio nem sua forma complexada a ciclodextrinas.
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A patente PCT WO 2011/042482 A1 (2011) propde o uso de polifendis livres e
em associagao, incluindo pterostilbeno, quercetina e resveratrol, para o tratamento de
diferentes tipos de cancer (pulmdo, mama, prostata, tecido conjuntivo, osso, cérebro e
musculos). O autor também apresenta a possibilidade de utilizacdo de sistemas de
liberacdo controlada tais como lipossomas, microparticulas, capsulas, dendrimero, etc.

Nao ha reivindicacdo de produtos em escala nanométrica.

A patente BR Pl 0903103-0 A2 (2011) apresenta preparacao de suplemento
alimentar na forma de cdpsulas ou comprimidos a base de queratina, quercetina e
rutina a serem usados como compostos energéticos auxiliando nas atividades

esportivas.

A patente PCT WO 2010/124540 A1l (2010) descreve a prepara¢do de uma
formulacdo de lipossomas elasticos contendo resveratrol (0,5-10%), fosfolipideo (0,5-

10%) e tensoativo (0,1-30%), sem a presenca de quercetina e desoxicolato de sddio.

A patente PCT WO 2010/0006026 A2 (2010) descreve um método de controle
da fungdo renal através do uso de uma formulagdo por via oral ou parenteral a base de
guercetina, vitamina C e vitamina B3 e opcionalmente acido félico como antioxidantes
na proporgao de 1:0.2-2.5:0.02-1, respectivamente. Esta formulagdo aumenta a
filtracdo glomerular e reduz a atividade da creatinina quinase. Esta formulacao nao é
caracterizada como um produto lipossomal nem possui resveratrol ou desoxicolato de

sodio em sua composicao.

A patente BR Pl 0805667-6 A2 (2010) apresenta uma formulacdo com
resveratrol encapsulado em lipossomas em escala nanométrica e/ou impregnado em
prata. Este produto pode ser aplicado por via oral ou tépica e ainda na fabricacdo de

medicamentos dermocosmeéticos e nutracéuticos.

A patente BR Pl 0705319-3 A2 (2009) descreve processo de preparacdo para
obtencdo de complexo de inclusdo de resveratrol e PB-ciclodextrina com acdo
antioxidante, anti-inflamatdria, antiviral, cardioprotetora, neuroprotetora e/ou
guimiopreventiva de cancer. Esta também ndo contém quercetina nem desoxicolato

de sddio.
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A patente US 20090104255 (2009) descreve uma formula¢do pro-lipossomal
incorporada em comprimidos revestidos ou cdpsulas para compostos policiclicos,
aromaticos, antioxidantes ou anti-inflamatdrios para protegé-los da degradacdo no
trato gastrointestinal administrados por via oral. Dentre estes compostos sao
utilizados a quercetina e o resveratrol. A formulacdo lipossomal é composta de
fosfolipideos tais fosfatidilcolina e etanolamina, esfingosina e ceramidas, colesterol e
estearilamina na sua composi¢ao, o que confere carga final positiva. Essa formulagao
apresenta uma desvantagem com relacdo a presente invencao, pois hd uma interacao

entre a quercetina e estearilamina reduzindo a eficiéncia de encapsula¢do do farmaco.

A patente BR Pl 0701220-9 A2 (2008) apresenta métodos de sintese de
derivados da rutina e quercetina e reivindica composi¢cdo cosmética e farmacéutica

com esses compostos com fungdo fotoprotetora a radiacdao UVA, UVB e UVC.

A patente PCT WO 2007/008548 A2 (2007) descreve formulagdes para uso
sisttmico a base de flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas,
chalconas, taninos ou antocianidinas e nicotinamidas para a prevenc¢do de desordens
metabdlicas incluindo a obesidade. Dentre os compostos apresentados encontram-se
a quercetina e o resveratrol com concentracdo maior ou igual a 200 mg e suas formas
derivadas incluindo também preparagdes lipossomais furtivas (de longa circulagao
sanguinea) utilizando o PEG (1000-5000 Da, 5% mol/%) em escala nanométrica até
micrométrica. A patente ndo apresenta os constituintes da formulagao lipossomal.
Estes lipossomas diferem dos propostos nesta invencao por serem de longa circulacao
(furtivos) diferente dos de acdo locais e elasticos que possuem composicdo e método
de producdo mais simples, além disso, ndo apresentam o desoxicolato de sédio em sua
composicdo como tensoativo ou fdrmaco. Ainda concentracdo de farmaco proposta é

muito menor (1,2 mg/mL).

A patente PCT WO 2006/062544 Al (2006) descreve uma formulagcdo pro-
lipossomal revestida com quitosana incorporados em comprimidos revestidos ou
capsulas contendo polifendis, incluindo o resveratrol como agente antiinflamatério e
antioxidante. Esta ndo utiliza a quercetina em suas formulag¢des e, consequentemente,

ndo possui o efeito sinérgico com o resveratrol.
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A patente PCT WO 2005/082407 A1 (2005) descreve a composi¢cdo e método
de producdo de formulagGes tdpicas a base de quercetina e resveratrol (2 a 75 uM,
1:1) ou quercetina e genisteina para o tratamento de cancer oral. Esta formulagado
apresenta componentes ativos na proporg¢do de 25-75% sendo o restante formado por

excipientes.

A patente BR PI0405375 A (2004) descreve a aplicacdo de trans-resveratrol ou
outros derivados estilbenos no tratamento de lipodistrofia gindide. Segundo o qual o
produto fitoterdpico medicamentoso ou cosmético para uso tdpico é aplicado em
disturbios do tecido conjuntivo adiposo subcutaneo, particularmente lipodistrofia
gindide ou celulite, onde uma ou mais substancias presentes no produto em questao
inibe a atividade de estrégenos no tecido subcutaneo; estas substancias sdo em
particular, bloqueadores totais ou parciais de receptores de estrégenos. O produto em
questdao nao apresenta quercetina em sua composi¢ao nem se apresenta como

férmula lipossomal.

Diante do exposto acima, o uso de lipossomas elasticos contendo desoxicolato
de sédio, quercetina e resveratrol como componentes ativos e/ou seus complexos de
inclusdo por via subcutdnea ou tdpica podera aumentar a eficdcia do tratamento para
obesidade, lipoma, lipodistrofia e gorduras subcutdneas diminuindo a toxicidade,
através da reducdo da dose terapéutica, das propriedades anti-inflamatérias dos
flavonoides e da liberagdo controlada do principio ativo. Adicionalmente, pela primeira
vez sdo combinados componentes com propriedades necréticas, apoptodticas e

lipoliticas em um Unico sistema de liberacado controlada de farmacos.

Descricdo da Invencdo

Lipossomas eldsticos em escala nanométrica contendo desoxicolato de sédio,
guercetina e resveratrol e seus complexos de inclusdo com ciclodextrinas foram
preparados utilizando o método de hidratacdo do filme lipidico como se segue:
Fosfatidilcolina e colesterol, em quantidades suficientes para formar um lipossoma,

foram dissolvidos em uma mistura de solventes organicos. Estes foram posteriormente
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evaporados formando um filme lipidico delgado. Posteriormente, este filme foi
hidratado com um tampao produzindo lipossomas multilamelares. Finalmente, estes
lipossomas foram sonicados formando lipossomas unilamelares (escala nanométrica).
O desoxicolato de sddio e os farmacos quercetina e resveratrol, em quantidades
suficientes para serem bioativos, podem ser adicionados diretamente aos constituintes
lipidicos ou dissolvidos no tampao de hidratacdo complexados a ciclodextrinas nas

mesmas concentragdes.

Seguem abaixo descri¢cdes da invencdo, em algumas de suas modalidades

preferidas, em relacao as figuras de 1 a 5.
1. Estrutura do desoxicolato de sédio em sua forma acida;
2. Estrutura quimica do desoxicolato em sua forma de sal de sédio;
3. Estrutura quimica da quercetina;
4. Estrutura quimica do resveratrol;

5. Esquema de producdo dos lipossomas em sua escala nanométrica no qual
fosfatidilcolina e colesterol formam um filme lipidico delgado, este é
posteriormente hidratado por um tampao e sonicado para produzir lipossomas
em escala nanométrica. Os farmacos podem ser adicionados diretamente no

filme lipidico bem como no tampao de hidratacdo complexados a

ciclodextrinas. Legenda: PC = Fosfatidilcolina, CH = Colesterol, CD

Ciclodextrina, SDC = Desoxicolato de sédio, QUE = Quercetina, RES

Resveratrol, MLV = Vesicula multilamelar grande e SUV = Vesicula unilamelar

pequena.

6. Esquema dos lipossomas produzidos em escala nanométrica com os farmacos

na fase organica e ou complexados a ciclodextrinas no tampao de hidratagao;

Uma modalidade preferida, conforme descrito na figura 5, descreve a
preparacao dos lipossomas eldsticos em escala nanométrica. Na presente invencdo, foi
preferido utilizar como tampao de hidratacdo, o tampao fosfato de potdssio em pH

fisiologico com forca idOnica crescente a medida que maiores concentracdes de
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desoxicolato de sédio sdo usadas, pois melhorou a estabilizacdo e também permitiu a
producdo de lipossomas com caracteristicas fisico-quimicas adequadas.

Adicionalmente, o tampao fosfato salina (PBS) também pode ser utilizado.

O fosfolipideo, fosfatidilcolina, naturalmente forma lipossomas em meio
agquoso, mas estes ndo se apresentam em escala nanométrica, sendo necessdria a

utilizacdo de técnicas especificas para o preparo.

O colesterol utilizado nas formulagdes possui como funcdo o aumento da

rigidez da bicamada lipidica aumentando sua estabilidade.

A ciclodextrina utilizada tem como fungao permitir a solubilizacdo dos farmacos
hidrofébicos em meio aquoso (tampdo de hidratacdo) para posterior incorporacao aos
lipossomas. A ciclodextrina utilizada nesta modalidade pode ser a hidroxipropil-beta-
ciclodextrina. Finalmente quando os farmacos sdo incorporados aos lipossomas tanto
na fase organica quanto na fase aquosa, complexados a ciclodextrinas, isto é

caracterizado como co-encapsulagdo.

A concentracdo de desoxicolato de sddio (Figuras 1 e 2) utilizada nas
formulagbes lipossomais é menor que a utilizada nas formulagdes derivadas do
Lipostabil® (42 mg/mL) para reduzir os efeitos colaterais decorrentes da necrose
imediata apds a injecdao ou aplicagdo. Adicionalmente, ndo é descartado o efeito
benéfico de necrose nem de retracdo da pele apds a aplicacdo, evitando a cirurgia

corretiva.

Devido a presenca do desoxicolato de sédio houve uma reducdo na viscosidade
para 0,35 + 0,01 cp da suspensao lipossomal o que melhora seu uso na forma injetavel.
Adicionalmente a presenca do desoxicolato de sddio confere propriedades elasticas as
formulagbes lipossomais produzidas devido a reducdao na tensdo superficial das

vesiculas.

A associacdo de quercetina (Figura 3) e resveratrol (Figura 4) encapsulados em
lipossomas eldsticos em escala nanométrica pode promover um efeito sinérgico o que
potencializa o efeito apoptdtico e lipolitico, ja bem documentado na literatura. A

concentragdo encapsulada destes farmacos na presente invengao foi de até 23 vezes
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maior que a relatada na literatura (100 uM), a qual comprovadamente apresentou
efeitos apoptoticos e lipoliticos em adipdcitos humanos. Adicionalmente, a quercetina
e o resveratrol devido ao seu potente efeito antiinflamatério podem reduzir efeitos
colaterais provenientes de possiveis necroses. Finalmente, a genisteina, outro farmaco

com propriedades lipoliticas e apoptdticas, pode ser adicionada as formulagdes.

O tamanho médio das vesiculas nas formulacdes lipossomais foi de 150 nm
sendo este compativel com o diametro das seringas utilizadas para inje¢do subcutanea

e também para a permanéncia no local da injecdo devendo ser maior que 100 nm.

A segunda modalidade é representada na figura 5 mostrando os diferentes
tipos de lipossomas produzidos em escala nanométrica com os farmacos encapsulados

na fase organica e/ou aquosa complexados a ciclodextrinas.

A tabela a seguir apresenta os resultados obtidos em uma série de formulacdes
lipossomais eldsticas produzidas demonstrando o tamanho das vesiculas em escala
nanométrica e as altas eficiéncias de encapsulacdio dos componentes ativos da

formulacao.
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Tabela: Exemplos de formulac6es lipossomais eldsticas produzidas
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Tamanho - Carga de Eficiéncia de
. . Indice de . ~
Composicdo médio . N superficie encapsulagéo
(nm) polidispersédo 7(mv) (%)
Formulagées com farmacos separados
PC-CH-SA-QUE 110,1+9,3 0,347 £+0,077 +2593+1,87 86,00%5,20
PC-CH-QUE 1249+2,1 0,298 +0,022  -3,72+1,37 97,30+ 1,30
PC-CH-SA-CD-QUE 146,1+5,6  0,298+0,025 +22,86+1,67 93,89+1,76
PC-CH-CD-QUE 126,2+1,4 0,272+0,008 -10,01+2,76  95,50%0,58
PC-CH-SA-RES 118,8+9,5 0,321+0,046 +2291+1,46 96,43%2,64
PC-CH-RES 142,5%5,1 0,327+0,019 -0,47 £0,00 98,28 + 0,86
PC-CH-SA-CD-RES 120,7+1,7 0,272+0,049 +21,02+1,40 93,75%0,86
PC-CH-CD-RES 1150+14,3 0,337+0,053 -695+1,96 95,46 + 1,92
PC-CH-SA-SDC 110,8+13,4 0,324+0,089 +21,68+2,72 ND
PC-CH-SDC 134,7+3,6  0,301+0,095 -13,3+3,50 ND
PC-CH-SA-CD-SDC 106,5+10,8 0,320+0,025 +20,99 2,64 ND

Formulagées com fdrmacos combinados na fase orgdnica e ou aquosa
concentragdes dos constituintes lipossomais)

(Houve variagdo nas

PC'-CH'-SDC-QUE-CD:RES
PC’-CH-SDC-QUE-RES
PC'-CH*-SDC-QUE-RES
PC*-CH*-SDC-QUE-CD:RES
PC'-CH'-CD:SDC-QUE-RES
PC*-CH'-BCD:SDC-QUE-CD:RES
PC'-CH*-CD:SDC-QUE-CD:RES
PC*-CH?-CD:SDC-QUE-RES
PC'-CH'-SDC-CD:QUE-RES
PC*-CH'-SDC-CD:QUE-CD:RES
PC'-CH3-SDC-CD:QUE-CD:RES
PC*-CH’-SDC-CD:QUE-RES
PC'-CH'-CD:(SDC-QUE-RES)
PC3-CH'-CD:SDC-CD:QUE-RES
PC'-CH*-CD:SDC-CD:QUE-RES
PC*-CH>-CD:(SDC-QUE-RES)
PC2-CH?-Farmacos-CD:Farmacos
PC2-CH?-Farmacos-CD:F4rmacos
PC2-CH?-Farmacos-CD:Farmacos

92,26 + 0,052
93,82+0,18
93,92+0,14
94,66 + 0,083
93,34 +£0,025
92,56 10,21
89,62 0,75
91,18 +0,21
90,84 +0,70
88,17 +0,15
85,37+0,41
95,59 £ 0,06
87,30+0,82
90,45 + 0,25
87,29+1,15
77,41 +0,39
89,41+0,11
93,58 + 0,56
92,85+0,19

PC-CH'-SDC'-(QUE-RES)"
PC-CH?-SDC'-(QUE-RES)"

PC-CH'-SDC>-(QUE-RES)"

PC-CH?-SDC*-(QUE-RES)"

)
)
)
PC-CH'-SDC'-(QUE-RES)?
PC-CH?-SDC'-(QUE-RES)?
PC-CH'-SDC>-(QUE-RES)?
PC-CH?-SDC>-(QUE-RES)
PC-CH’-SDC*-(QUE-RES)
PC-CH’-SDC*-(QUE-RES)

3
2
2

128,3+1,78 0,257+0,017 -7,73+0,68
139,5+10,64 0,305+0,046 -8,29 +0,30
133,6 +3,24 0,285+0,016 -13,34+1,36
122,5+10,78 0,284+0,016 -5,68+0,92
131,5+11,87 0,333+0,095 -5,72+1,16
164,5+26,58 0,342+0,103 -3,38+2,31
129,1+1,89 0,274 +0,010 -7,35+1,23
133,3+2,48 0,262+0,022 -7,38+1,15
129,7+2,48 0,251+0,031 -16,69 £ 0,85
129,4+2,71 0,264+0,025 -8,44+1,29
139,5+3,42 0,268+0,025 -8,54+0,20
1359+1,86 0,272+0,015 -6,64+0,69
133,3+2,03 0,248+0,016 -6,28+1,96
138,2+17,85 0,485+0,050 -4,51+1,60
145,7+36,12 0,293+0,031 -6,03+0,23
123,6+3,79 0,374+0,038 -11,28+0,99
130,0+6,33 0,283+0,057 -9,98+0,93
133,3+5,05 0,284+0,038 -7,47+0,80
130,1+2,26 0,272+0,012 -10,28+0,98
Formulagbes com fdrmacos combinados com concentragdo varidvel
153,1+11,25 0,401+0,079 -7,29+0,97
143,5+4,87 0,278+0,027 -5,27+1,73
1249+8,41 0,443+0,118 -12,23+0,84
123,4+10,58 0,354%0,116 -12,00+1,31
142,0+12,39 0,433+0,089 -7,07+0,37
146,6 + 14,32 0,48610,083 -7,75+0,44
149,4+2,47 0,295+0,011 -13,48 +0,25
125,5+2,57 0,300+0,011 -11,77 +1,25
141,1+1,44 0,299+0,014 -12,09+0,53
129,3+6,14 0,351+0,051 -10,52+1,34
120,9+2,54 0,287+0,016 -9,98+0,82

PC-CH’-SDC*-(QUE-RES)”

98,53+ 0,270
98,42 0,120
97,55 +0,067
98,60 + 0,063
99,50+ 0,037
97,89 +0,016
97,49 £ 0,064
99,02 + 0,052
98,73+ 0,038
99,34 + 0,005
98,42 + 0,086

PC = Fosfatidilcolina, Ch = Colesterol, CD = Ciclodextrina, SDC = Desoxicolato de sédio, QUE =
Quercetina, RES = Resveratrol e ND = Ndo determinado. 123 Equivalente a concentragbes crescentes.
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REIVINDICACOES

1. METODO de preparacdo de lipossomas elasticos constituidos de fosfatidilcolina e
colesterol em escala nanométrica com sais biliares e flavonoides bioativos
incorporados a fase organica e/ou seus complexos de inclusdo com ciclodextrinas no

tampao de hidratacao;

2. METODO de preparacdo de lipossomas elasticos em escala nanométrica segundo
a reivindicacdo 1 onde a fosfatidilcolina e o colesterol formam um filme lipidico por
evaporac¢do do solvente com sais biliares e/ou flavonoides, seguido de hidratacdo

com tampao fosfato de potdssio ou fosfato salina;

3. METODO de preparacdo de lipossomas elasticos em escala nanométrica segundo
a reivindicagao 1 onde a fosfatidilcolina e o colesterol formam um filme lipidico por
evaporacdo do solvente, seguido de hidratacdo com tampao fosfato de potassio ou
potdssio salina contendo os sais biliares e flavonoides complexados a

ciclodextrinas;

4. METODO de preparac3o de lipossomas eldsticos em escala nanométrica segundo

a reivindicagdo 1 por co-encapsulacdo segundo reivindicaces 3 e 4;

5. METODO de preparacio de lipossomas elsticos em escala nanométrica segundo
a reivindicacdo 1 onde o sal biliar é o desoxicolato de sddio para a bioatividade
desta invengdo ou acido célico e/ou outros sais biliares para outras bioatividades,
encapsulados na fase organica e/ou complexado a ciclodextrinas no tamp3ao de

hidratacao;

6. METODO de preparacdo de lipossomas em escala nanométrica segundo a
reivindicacdo 1 onde os flavonoides foram quercetina e resveratrol e/ou genisteina
encapsulados na fase organica e/ou complexados a ciclodextrinas no tampao de

hidratacao;

7. METODO de preparacdo de lipossomas eldsticos em escala nanométrica,

segundo a reivindicacdo 1 onde existe a possibilidade de escalonamento industrial.
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8. PRODUTO nanotecnoldgico a base de uma formulacao lipossomal elastica injetavel
caracterizada por ser composto de fosfatidilcolina, colesterol, sal biliar, flavonoides
e/ou seus complexos de inclusdo com ciclodextrinas para o tratamento de obesidade,

lipomas, lipodistrofia e gorduras subcutaneas com fins estéticos;

9. PRODUTO nanotecnoldgico a base de uma formulacdo lipossomal elastica
injetavel segundo a reivindicagdo 8, na qual o sal biliar é o desoxicolato de
sodio;

10. PRODUTO nanotecnoldgico a base de uma formulagdo lipossomal eldstica

injetavel segundo a reivindicacdo 8 onde os flavondides sdo quercetina e

resveratrol e/ou genisteina;

11. PRODUTO nanotecnolégico a base de uma formula¢do lipossomal elastica
injetavel segundo a reivindicagdao 8 onde o tamanho das vesiculas estao dentro
da faixa de 100 a 400 nm adequada para formula¢Ges injetdveis e para

permanéncia no local de aplicacdo;

12. PRODUTO nanotecnoldgico a base de uma formulagao lipossomal elastica
injetdvel segundo a reivindicacdo 8 onde as formula¢des podem ser utilizadas

em sua forma liquida ou lidfilo reidratado em agua;
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RESUMO

PRODUTO NANOTECNOLOGICO DE UMA FORMULACAO LIPOSSOMAL ELASTICA
PARA O TRATAMENTO DA OBESIDADE, LIPOMA, LIPODISTROFIA E GORDURAS
SUBCUTANEAS. A presente invenc¢do contempla um produto nanotecnolégico de uma
formulacdo lipossomal eldstica para o tratamento da obesidade, lipoma, lipodistrofia e
gorduras subcutaneas utilizando o desoxicolato de sédio, quercetina e resveratrol
como componentes ativos, sem a necessidade de posterior remocado desta gordura. Os
farmacos citados jd possuem ac¢do comprovada contra adipécitos podendo ser
empregados por via injetdvel, além de uma inovadora utilizagao de forma combinada

com seus efeitos sinérgicos para potencializar sua bioatividade.
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1. CONCLUSOES

A presente Tese procurou contribuir para o desenvolvimento de métodos analiticos

rpidos e de baixo custo para a determinagdo de sais biliares em solucdo através de sua

complexagdo com ciclodextrinas. Diante da formacdo destes complexos de inclusdo com o

desoxicolato de sodio, estes foram usados na producdo de lipossomas contendo quercetina e

resveratrol livres e também complexados a ciclodextrinas. Diante do exposto, foram

observadas as seguintes conclusdes:

A reacdo de complexacdo competitiva utilizando ciclodextrina e fenolftaleina, um Kit
reagente, se mostrou efetiva para a determinacédo analitica dos &cidos biliares e de suas
constantes de equilibrio;

Os parametros termodinadmicos mostraram altos valores negativos de AH indicando
que o processo de inclusdo € exotérmico e com contribuicdo das forcas de van der
Waals e 4S foi positivo originado do relaxamento da camada de solvatagdo que
envolvia os &cidos biliares e a cavidade da ciclodextrina. Em todos os casos 4G foi
negativo indicando que a formacéo dos complexos de inclusdo foi espontanea;

O método espectrofotométrico para a determinacdo dos acidos desoxicolico e
ursodesoxicolico foi validado segundo metodologia proposta pela ANVISA e EMEA.
O mesmo apresentou boa linearidade e precisdo podendo ser aplicado para analise de
matérias primas e das formulacdes farmacéuticas testadas ou que contenham os acidos
biliares propostos em sua composicao;

A reacdo de complexacdo competitiva também foi aplicada na construcdo de sensores
quimicos Opticos;

Também foi possivel a producdo de complexos de inclusdo entre ciclodextrinas e
quercetina ou resveratrol;

Diferentes formulagdes lipossomais em escala nanométrica foram produzidas com o
desoxicolato de sodio, quercetina e resveratrol incorporados na fase organica, fase
aquosa - complexados a ciclodextrinas e em ambas as fases por co-encapsulacao;

Foi possivel a producdo de formulagdes lipossomais em escala nanométrica contendo
desoxicolato de sodio, quercetina e resveratrol no mesmo lipossoma com tamanho
entre 100 e 200 nm, PDI de =~ 0,3, potencial zeta negativo e eficiéncia de encapsulacéo
maior que 90%;

Devido a alta eficiéncia de encapsulacéo obtida com a encapsulagdo de QUE a RES na
fase organica pela otimizacdo por planejamento fatorial, optou-se por ndo utilizar
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complexos de inclusdo com ciclodextrinas nas proximas formulacBes para reduzir o
custo de produgéo dos lipossomas;
As micrografias obtidas pela microscopia eletronica de varredura apresentaram
lipossomas com morfologia esférica, com tamanho em escala nanométrica e sem
agregacao.
As formulagdes lipossomais desenvolvidas apresentaram tamanho maior que 100 nm,
0 que poderad possibilitar a permanéncia no local de aplicacdo, também possuem
tamanho compativel com o calibre de agulhas hipodérmicas para serem injetaveis.
Houve liberacdo controlada de quercetina e resveratrol por mais de 50 horas a partir
dos lipossomas e em ambos os casos, houve liberacdo de mais de 96% do farmaco
nananoencapsulado;
Na melhor formulagéo produzida, quercetina e resveratrol foram co-encapsulados para
permitir um efeito sinérgico de ambos os farmacos em uma futura utilizacdo dos
lipossomas;
As formulacbes lipossomais elasticas produzidas sdo adequadas para a injecao
subcutanea, proporcionando assim uma nova estratégia para reducdo de gordura

subcutanea.



155
2. PERSPECTIVAS
1. Artigos em producdo:

1.1. Uma revisao sistematica e meta-analise estdo sendo realizadas para estudar os efeitos

do desoxicolato de sodio na dissolucdo de gorduras localizadas;
2. Estudo experimental em desenvolvimento:

2.1. A presenca do desoxicolato de sodio, quercetina e resveratrol na mesma formulacéo
lipossomal pode interferir na liberagdo controlada de cada um destes farmacos; desta
forma a influéncia sobre a cinética de liberacdo est& sendo avaliada;

2.2. Os ensaios de estabilidade longa duracdo dos lipossomas contendo os farmacos
encapsulados estéo sendo realizados;

2.3. A formulagdo lipossomal produzida, bem como seus constituintes separadamente seré
aplicada em adipécitos e tecido adiposo subcutaneo segundo metodologia de
Schuller-Petrovic et al. (2008) e a citoxicidade avaliada por MTT;

2.4. O projeto sera submetido ao comité de ética animal da Universidade.

3. Sugestdes para outros estudos:

3.1. Analisar os efeitos da formulagdo lipossomal, dos complexos de inclusdo com
ciclodextrinas e flavonoides, bem como quercetina e resveratrol separadamente em
adipdcitos e tecido adiposo subcutaneo avaliando os possiveis efeitos necréticos e o
grau de apoptose das células afetadas;

3.2. Realizar estudos in vivo em ratos sob dieta normal e hipercalérica para observar a
eficacia da formulacdo lipossomal sobre a gordura subcutanea e monitorar diversos
parametros bioquimicos e fisioldgicos de forma aguda — 1 administracdo seguida do
sacrificio no dia seguinte e cronica — 3 administracdes por 30 dias seguidos de

sacrificio no dia seguinte.
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3. ANEXOS
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purposes.

Abbreviations and Symbols All
abbreviations and acronyms should be
arranged alphabetically and need to be
defined in an unnumbered footnote to the
title. Authors are required to follow the
conventions of the CBE style manual,

6th edition. An extensive compilation of
recommendations and symbols appears
each year in the first issue of Journal of
Biological Chemistry. The use of acronyms
and abbreviations should be limited to avoid
confusion by the reader and all acronyms
and abbreviations need to be defined after
their first use in the manuscript. Note that
neither acronyms nor abbreviations should be
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international system of units (SI units)
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The Introduction should state the purpose
of the investigation and give a short

review of the pertinent literature. The last
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The Materials and Methods section
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reproducibility of the experimental work.
Published methods should be referred to by
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any method. Use of chemical formulas for
simple agents is encouraged. Repetitive
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descriptions of similar procedures should
be avoided. The identity and purity of

new compounds must be adequately
documented. Spectral data and other
physical characteristics of new compounds
should be listed concisely. Ratios of
components, such as mixtures of solvents,
should be given by placing slashes between
the component names and colons between
the numerals, e.g., chloroform/methanol/
water (65:25:4, by vol). This section should
end with a section devoted to the statistical
methods used to evaluate the data
contained herein.

The Results section should describe the
outcome of the study. Data should be
presented as concisely as possible, if
appropriate in the form of tables or figures,
although very large tables should be
avoided. Combination of the Results

and Discussion can only be done in
Communications and Methods Articles
focused on presenting a new methodology.
For all other Articles, the Results and
Discussion must be separate sections in the
manuscript.

The Discussion should be an interpretation
of the results and a comparison of these
results to what is reported in the literature.
Authors are encouraged to discuss the
significance of their work relative to other
studies found in the literature as well as
highlight potential mechanisms accounting
for their observations. Authors should

not merely recapitulate the results in the
Discussion section.
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