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RESUMO 
 

Várias moléculas naturais são agentes potenciais para o tratamento da obesidade e outras 

doenças relacionadas ao acúmulo de gordura subcutânea, sendo o desoxicolato de sódio (SDC 

ou DCA) bastante usado desde 2001. Outras moléculas de origem natural também foram 

descobertas com efeitos sobre a inibição da adipogênese em pré-adipócitos e indução de 

apoptose em adipócitos maduros. Recentemente descobriu-se que flavonoides como a 

quercetina (QUE) e resveratrol (RES) apresentam esta desejada ação apoptótica e 

antiadipogênica 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 caráter hidrofóbico como QUE e RES. Diante do exposto a 

nanotecnologia farmacêutica, através de lipossomas, pode apresentar-se como uma alternativa 

para superar estas limitações. Esta Tese tem por objetivo a obtenção de um produto à base de 

uma formulação lipossomal em escala nanométrica para administração por via subcutânea 

contendo desoxicolato de sódio, quercetina e resveratrol livres e/ou complexados a 

ciclodextrinas. Um método de complexação de sais biliares, como o SDC e o ácido 

ursodesoxicólico (UDCA), em ciclodextrinas foi desenvolvido e usado na determinação 

destas substâncias. O SDC também foi usado como um dos constituintes de lipossomas 

elásticos para a nanoencapsulação de QUE e RES. O aumento da temperatura causou 

variações nas absorbâncias em todos os complexos de inclusão, entretanto, 20-30 °C foi 

encontrado o melhor intervalo para a determinação dos ácidos biliares. A temperatura causou 

um efeito negativo na constante de equilíbrio resultando em valores altamente negativos de 

entalpia (β-CD-DCA: -10,25 ± 1,48 e β-CD-UDCA: -12,47 ± 0,96 kJ
.
mol

-1
) e valores 

positivos de entropia (β-CD-DCA: 50,31 ± 4,74 e β-CD-UDCA: 43,42 ± 3,12 J
.
mol

-1
). Em 

todos os casos, as reações de complexação competitiva foram espontâneas. Os complexos de 

inclusão foram estáveis por 12 dias tendo um tempo de meia vida de 68,71 dias para o DCA e 

294,71 dias para a determinação do UDCA. O método foi validado pela metodologia da 

ANVISA e EMEA apresentando limites de detecção e de quantificação de 3,94x10
-5

mol
.
L

-1
 e 

1,31x10
-4

mol
.
L

-1
 para o DCA e 4,08x10

-5
mol

.
L

-1
 e 1,36x10

-4
mol

.
L

-1
 para o UDCA, 

respectivamente. Amostras dos ácidos biliares foram determinadas em formulações 

farmacêuticas com variação de 4% para o DCA e 1% para o UDCA. A reação de 

complexação competitiva também foi aplicada na construção de sensores químicos. A melhor 

formulação lipossomal produzida reduziu o uso de fosfatidilcolina e colesterol em 17,7% e 

68,4%, respectivamente, em relação às primeiras formulações produzidas. Os lipossomas 

tiveram um diâmetro médio de 149 nm com índice de polidispersão de 0,3. O potencial zeta 

dos lipossomas foi negativo (-13,1 mV) devido à presença do SDC na bicamada lipídica. A 

eficiência de encapsulação de QUE e RES nos lipossomas foi maior que 97%. A cinética de 

liberação de QUE e RES a partir dos lipossomas também foi estudada havendo liberação 

controlada por mais de 50 h e liberação máxima de 96% para QUE e RES. Foi possível 

nanoencapsular 23 vezes (4620 μM) mais flavonoides que a concentração (100 μM) reportada 

na literatura que apresenta efeitos apoptóticos e antiadipogênicos. Podemos concluir que as 

formulações lipossomais elásticas produzidas são adequadas para a injeção subcutânea, 

podendo proporcionar uma nova estratégia para redução de gordura subcutânea. 

 

Palavras-chave: Desoxicolato de sódio, 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 (β-CD-DCA: -10.25±1.48 

and β-CD-UDCA: -12.47±0.96 kJ
.
mol

-1
) and positive values of entropy (β-CD-DCA: 

50.31±4.74 and β-CD-UDCA: 43.42±3.12 J
.
mol

-1
), 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
-5

mol
.
L

-1
 and 1.31x10

-4
mol

.
L

-1
 for the DCA, 4.08x10

-5
mol

.
L

-1
 and 

1.36x10
-4

mol.L
-1

 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 μM) more 

flavonoids than the formulations reported in the literature (100 μM) 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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Ki Constante de inativação Inactivation constant 

L Litro Litre 

m Inclinação da reta Slope 

MEKC Cromatografia micelar 

eletrocinética 

Micellar electrokinetic 

chromatography 

MEV/SEM Microscopia eletrônica de 

varredura 

Scanning electron microscopy 

MET/TEM Microscopia eletrônica de 

transmissão 

Transmission electron microscopy 

mg Miligrama Milligram 



mL Mililitro Millilitre 

mmol Milimol Millimol 

nm Nanomol Nanomol 

OP Fase orgânica Organic phase 

PBS Tampão Fosfato Salina Phosphate buffered saline 

PC/ PtdCho Fosfatidilcolina de soja Soya phosphatidylcholine 

PDI Índice de polidispersão Polydispersity index 

PHP0 Concentração inicial de 

Fenolftaleína 

Initial phenolphthalein 

concentration 

pKa Cologaritmo da constante de 

dissociação ácida 

Cologarithm of Acid dissociation 

constant 

PP Tampão fosfato de potássio Potassium phosphate buffer 

QUE Quercetina Quercetin 

R Constante dos gases ideais Ideal gas constant 

RES Resveratrol Resveratrol 

RMN Ressonância magnética nuclear Nuclear magnetic resonance 

SB Desvio padrão Standard deviation 

SDC Desoxicolato de sódio Sodium deoxycholate 

SFC Cromatografia de Fluído 

Supercrítico 

Supercritical fluid chromatography 

T Temperatura absoluta Absolute Temperature 

t Tempo Time 

t½ Tempo de meia-vida Half-life time 

UV-Vis Ultravioleta-Visível UV-Visible 

p/v ou w/v Peso/Volume Weigh/Volume 

% Por cento Per cent 

 

Letras Gregas 

ABREVIAÇÃO PORTUGUÊS ENGLISH 

α-CD Alfa-Ciclodextrina Alpha-Cyclodexrin 

β-CD Beta-Ciclodextrina Beta-Cyclodextrin 

HPβ-CD 2-Hidroxipropil-Beta-ciclodextrina 
2-Hydroxypropyl-Beta-

cyclodextrin 

γ-CD Gama-Ciclodextrina Gamma-Cyclodextrin 

ζ Potencial zeta Zeta potencial 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Atualmente mais de 1 bilhão de adultos estão com sobrepeso e destes, mais de 300 

milhões são considerados clinicamente obesos. Altos níveis de gorduras corporais são 

associados com o aumento do risco de desenvolvimento de numerosas condições adversas à 

saúde como desenvolvimento de diabetes, câncer e doenças cardiovasculares (BAILE et al., 

2011). Além da obesidade existem outras doenças que envolvem o acúmulo de gordura, como 

os lipomas que se apresentam como neoplasias de células adiposas maduras, ocasionadas pelo 

acúmulo de tecido gorduroso que pode se estender por via intramuscular, normalmente sendo 

removidos de forma cirúrgica (ROTUNDA et al., 2005). Por outro lado a lipodistrofia, que se 

caracteriza pelo acúmulo anormal de gordura subcutânea, é ocasionada por terapia com 

antivirais devido aos seus efeitos colaterais, principalmente em pacientes soropositivos 

(AVRAM et al., 2005). Finalmente, a gordura subcutânea pode apresentar-se como um 

problema estético de forma que diversos procedimentos são utilizados para a sua redução e/ou 

remoção. Dentre eles a lipoaspiração e a cirurgia clássica demandam grande tempo de 

recuperação, métodos invasivos podendo provocar sérias sequelas ou até mesmo levar o 

paciente a óbito. 

Várias moléculas naturais são agentes potenciais para o tratamento da obesidade e 

outras doenças relacionadas ao acúmulo de gordura subcutânea, sendo o desoxicolato de sódio 

bastante usado a pouco mais de uma década. Em 2001, a dermatologista Patrícia Rittes em 

São Paulo, utilizou pela primeira vez o Lipostabil
® 

(Artesan Pharma, Lüchow, Germany), 

cujo princípio ativo é o desoxicolato de sódio, como medicamento injetável para o tratamento 

de gordura subcutânea, o qual era anteriormente usado para o tratamento de embolia 

gordurosa (ROTUNDA et al., 2009; ATIYEH et al., 2008; RITTES, 2001). O desoxicolato de 

sódio é um sal biliar secundário que age como um agente tensoativo provocando lise nas 

membranas dos adipócitos seguido de necrose. Em altas concentrações o 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 regulação desta pela inibição da adipogênese em pré-

adipócitos e pela indução de apoptose em adipócitos maduros (YANG et al., 2008). O mesmo 

autor relatou que flavonoides como a quercetina, resveratrol e genisteína apresentam esta 

desejada ação apoptótica e antiadipogênica em tecido adiposo após estudos in vitro em células 

humanas. Milburn et al. (2007) em uma patente foram um dos pioneiros a descrever 

formulações a base de flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas, chalconas, 

taninos ou antocianidinas e nicotinamidas para a prevenção da obesidade. Alguns trabalhos 

científicos demonstraram a aplicação combinada dos flavonoides em questão 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 acumulação de lipídeos de 73,5 ± 0,9% e aumento na apoptose de  310,3 ± 

9,6% maior que a utilização destes compostos isoladamente. Park et al. (2008) também 

estudaram os efeitos combinados de quercetina, resveratrol e genisteína em adipócitos jovens 

e maduros (3T3-L1) observando efeitos semelhantes. 

 Estes flavonoides não devem ser administrados em solução diretamente in vivo, pois 

são rapidamente metabolizados, possuem baixa estabilidade e baixa solubilidade aquosa 

sendo necessário a sua proteção, que pode ser por ciclodextrinas ou pela incorporação em 

sistemas de liberação controlada de fármacos. As ciclodextrinas são formadas de 

oligossacarídeos cíclicos consistindo de 6 (α-ciclodextrina), 7 (β-ciclodextrina), 8 (γ-

ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas por ligações α-(1,4) (CADENA et al., 2011; 

LOFTSSON e DUCHÊNE, 2007; ABAY et al., 2005; DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-

TOBIAS, 2005; DEL VALLE, 2004) com capacidade de formação de complexos de inclusão 

em solução aquosa (BREWSTER e LOFTSSON, 2007). Alguns artigos científicos 

descreveram a complexação de quercetina e resveratrol com ciclodextrinas bem como a 

caracterização destes complexos (LU et al., 2009; JULLIAN et al., 2007), mas complexos 

com as moléculas associadas não foram descritos na literatura. 

A nanotecnologia tem sido uma ferramenta de inovação tecnológica para os sistemas 

de liberação controlada de fármacos, a qual se apresenta como uma área interdisciplinar de 

pesquisa e desenvolvimento que envolve a manufatura, processamento e aplicação de 

substâncias ou dispositivos que possuem uma ou mais dimensões em escala nanométrica 

(MOZAFARI et al., 2008). Os lipossomas em escala nanométrica representam uma excelente 

alternativa para a superação das limitações apresentadas por cada molécula acima citada. 

Lipossomas estes, que são caracterizados como vesículas esféricas constituídas de uma ou 

mais bicamadas concêntricas de lipídeos, que isolam um ou vários compartimentos aquosos 

internos do meio externo podendo proteger o fármaco da luz, da degradação por outros 

processos e aumentar a sua solubilidade aquosa. Lipossomas são caracterizados como um 

sistema transportador visando direcionar o fármaco para a célula alvo e evitar locais 

indesejáveis onde o mesmo exerça toxicidade (BATISTA et al., 2007; FANG et al., 2006a; 

FANG et al., 2006b; FRÉZARD et al., 2005). Adicionalmente, um tipo especial de lipossoma, 

os elásticos que possuem elevada adaptabilidade, devido à presença de agentes tensoativos 

como o desoxicolato de sódio em sua composição, penetram intactos pelos espaços entre as 

células proporcionando uma melhor liberação do fármaco (GILLET et al., 2011). 

 Baseado no exposto, a presente Tese propõe o desenvolvimento de métodos analíticos 

à base de complexos de inclusão com ciclodextrinas para a determinação de sais biliares. 

Além disso, o desenvolvimento de um produto inovador à base de uma formulação lipossomal 

elástica em escala nanométrica para o tratamento de gordura subcutânea com desoxicolato de 

sódio em concentrações reduzidas e o efeito sinérgico de quercetina e resveratrol, estando 

estas moléculas livres ou complexadas a ciclodextrinas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1.  Inovação tecnológica de produtos para a indústria farmacêutica e cosmética 

 Estima-se que o mercado brasileiro de perfumaria e cosméticos crescerá cerca de 5% 

ao ano até 2015 chegando ao volume de 50 bilhões de reais, com tendências a procura de 

produtos com alto valor agregado em todas as classes sociais segundo a Associação Brasileira 

da Indústria de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (SEABRA, 2011). Um dos fatores 

que pode estar associado a esta grande procura de produtos inovadores, é o aumento da 

incidência de doenças decorrentes do acúmulo de gordura subcutânea devido ao sedentarismo 

da população atual, como a obesidade, uma doença complexa e crônica, que afetará mais de 

20% da população masculina e 40% da população feminina no Brasil até 2015 (WHO, 2011).  

Devido ao fato da obesidade está associada a uma série de doenças potencialmente fatais, 

como a hipertensão, diabetes, doença arterial coronariana, câncer, complicações respiratórias 

e osteoartrite, tem sido considerada um dos maiores obstáculos à saúde humana no mundo 

industrializado (ALBERDI et al., 2011; AHN et al., 2008). 

 Além da obesidade, outras doenças envolvem o acúmulo de gordura subcutânea como 

os lipomas que se apresentam como neoplasias de células adiposas maduras, ocasionadas pelo 

acúmulo de tecido gorduroso que pode se estender por via intramuscular, normalmente sendo 

removidos de forma cirúrgica (ROTUNDA et al., 2005). Lipodistrofia, que se caracteriza pelo 

acúmulo anormal de gordura subcutânea, causada pela terapia com antivirais usadas em 

pacientes soropositivos (AVRAM et al., 2005). 

 As tradicionais metodologias empregadas como a lipoaspiração e a cirurgia clássica 

podem demandar grande tempo de recuperação, são métodos invasivos considerados seguros, 

mas podem provocar sérias sequelas ou até mesmo levar o paciente a óbito. Desta forma, 

novas técnicas de remoção de gordura vêm 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 químicos com ação sobre a gordura subcutânea. Diante do 

exposto, o desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de gordura subcutânea pode 

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

  

2.2. Sais biliares 

 Os sais biliares, compostos orgânicos derivados do colesterol, são surfactantes 

biológicos com um papel importante na absorção, transporte e secreção de lipídeos (YOO, 
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2007). São sintetizados no fígado a partir do colesterol, armazenados na vesícula biliar e 

liberados no intestino delgado ajudando na formação de micelas mistas de sais biliares e 

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

 

2.2.1. Ácido desoxicólico e desoxicolato de sódio 

 O ácido desoxicólico (DCA) é um ácido biliar secundário constituído de formas 

conjugadas do ácido cólico (FERNÁNDEZ-LEYES et al., 2007). O mesmo pode apresentar-

se na forma de sal de sódio sendo conhecida como desoxicolato de sódio (SDC), aumentando 

consideravelmente sua solubilidade aquosa. Os parâmetros físico-químicos do DCA e sua 

forma de sal são apresentados na Tabela 1. 

 
Tabela 1: Parâmetros físico-químicos do ácido desoxicólico e de sua forma em sal de sódio. 

Nome comum 
Ácido desoxicólico (DCA) 

Desoxicolato de sódio (SDC) 

Estrutura química: 

a – Ácido desoxicólico; 

b – Desoxicolato de sódio. 

            a. 

b. 

Fórmula molecular DCA: C24H40O4; SDC: C24H39NaO4 (O'NEIL et al., 2006) 

Nomenclatura (IUPAC) 

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- 

1H-ciclopenta[a]fenantreno-17-il]pentanóico ácido 

SDC: Sal monosódico 

Origem Sal biliar (DEBRUYNE et al., 2001) 

Peso molecular DCA: 392,56; SDC: 414,6 
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PKa DCA: 6,58 

(P) 

DCA: 5,2 ± 1,1 a 35,2°C (benzeno/água) (OHNO et al., 2008); 

DCA: 3,2 a 37°C (Tampão Tris, pH 7,5 0,15M octanol/água); 

SDC: 2,65 a 25°C (PBS, 0,1M octanol/água) (RODA et al., 1990). 

Ponto de fusão 176-178°C 

Solubilidade 

DCA: 

Água: 0,24 g/L; 

Álcool: 220,7 g/L; 

Éter: 1,16 g/L; 

Clorofórmio: 2,94 g/L; 

Benzeno: 0,12 g/L; 

Acetona: 10,46 g/L;; 

Ácido acético Glacial: 9,06 g/L; 

SDC: 

Água: >333 g/L 

CMC SDC: 0,83-2,49 mg/mL 

Número de agregação (N) SDC: 3-12 

HLB SDC: 16 (Hidrofílica) 

Complexação com ciclodextrinas 

Kc(1:1) M
-1

 

Método – Hildenbrand e Benesi 

β-CD-SDC: 8,65x10
3
 (pH 9,5 a 25°C) 

β-CD-SDC: 2,58x10
4
 (pH 10,5 a 25°C) 

(CADENA et al., 2009) 

HPβ-CD-SDC: 2,58x10
4
 (pH 10,5 a 25°C) 

Toxicologia e Farmacocinética 

CL50 

DCA: 300 µM (in vitro) – Human tenon’s fibroblaste; 

SDC: 300 µM (in vitro) – Human tenon’s fibroblaste 

(RAMAESH et al., 1998) 

Nanotecnologia (Lipossomas – Como surfactante aniônico) 

Tipo Transferossomas (GILLET et al., 2009) 

Bicamada lipídica PC-CH-SDC 

Compartimento aquoso Tampão HEPES (pH 7,4), HPβ-CD:Betametasona 

Concentração do fármaco 13% (m/m) 

 

O DCA é usado como agente colerético associado a outros componentes em terapias e 

disfunções do fígado (RODRÍGUEZ et al., 2000); em hidrogéis aumentando a permeabilidade 

das membranas celulares (VALENTA et al., 1999); constituinte de antibióticos com ação 

inibidora do crescimento de Candida albicans (MARPLES e STRETTON, 1987); pode ser 

associado aos derivados do N-(2-dimetilamino)etil que apresenta ação antimalárica (TERZIC 
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et al., 2007). Aumenta a biodisponibilidade de nanopartículas do copolímero de ácido lático e 

glicólico, usado no encapsulamento de fármacos, protegendo-o durante seu transporte através 

do trato gastrointestinal e aumentando sua absorção no epitélio intestinal (SAMSTEIN et al., 

2008). 

O Lipostabil
®
 (Artesan Pharma, Lüchow, Alemanha), formulação farmacêutica 

contendo fosfatidilcolina dissolvida em solução com desoxicolato de sódio, 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 começou a ser usado popularmente, por via subcutânea, para a dissolução de 

gorduras subcutâneas (KLEIN et al., 2009; MATARASSO e PFEIFER, 2009; ATIYEH et al., 

2008). Processo este, que não estava totalmente elucidado, o que estimulou pesquisas sobre a 

atividade farmacológica de cada constituinte da formulação. 

 A “injeção de fosfatidilcolina”, formulação mais simples do Lipostabil
®
, foi utilizada 

para a elucidação do efeito farmacológico sobre a gordura subcutânea. Inicialmente o 

princípio ativo desta formulação era atribuído a fosfatidilcolina, mas Rotunda et al. (2004) 

observaram que o SDC administrado isoladamente possuía o mesmo efeito que a primeira. 

Outros estudos demonstraram que esta injeção podia levar a uma perda de leve a moderada de 

tecido adiposo (ROTUNDA e KOLODNEY, 2006) devido à ação de lise dos adipócitos 

causada pela presença do SDC (PALUMBO et al., 2010; DUNCAN et al., 2009; ROTUNDA 

et al., 2009; ROTUNDA et al., 2004). 

Além do processo de dissolução de gorduras subcutâneas, três mecanismos de retração 

da pele foram observados: inflamação difusa intradérmica na pele que recobre a região de 

tratamento, angiogênese na região de tratamento, e ablação focal das gorduras subcutâneas 

que se estende até a camada basal da derme. A necrose observada nos adipócitos é semelhante 

à observada na paniculite, lipoaspiração e necrose gordurosa traumática (DUNCAN et al., 

2009). Durante as injeções subcutâneas não foram observadas alterações nas enzimas 

hepáticas ou danos sistêmicos além da região do tratamento imediatamente após a injeção 

(HEXSEL et al., 2005). 

A composição completa do Lipostabil
®
 injetável como relatado por SCHULLER-

PETROVIC et al. (2008) e Klein et al. (2009) é apresentado na Tabela 2A. Rotunda et al. 

(2004) apresentaram uma formulação mais simples (Tabela 2B) aplicada à dissolução de 
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gorduras subcutâneas, utilizada nos trabalhos de Duncan et al. (2009), Rotunda et al. (2009) e 

Mann et al. (2008). ODO e CUCÉ (2006) patentearam uma formulação sem a fosfatidilcolina 

(Tabela 2C), cujo teste clínico em 30 pacientes do sexo feminino mostrou a substituição de 

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

 

Tabela 2: Composição do: A. Lipostabil
®
 injetável – 1mL (Fonte: KLEIN et al., 2009; SCHULLER-PETROVIC 

et al., 2008); B. Fosfatidilcolina injetável (Fonte: ROTUNDA et al., 2004); C. Desoxicolato injetável (Fonte: 

ODO e CUCÉ, 2006). 

A. Lipostabil
®

 injetável 

Fosfatidilcolina 46,5 mg 

Desoxicolato de sódio 25,3 mg 

Álcool benzílico 9 mg 

Cloreto de sódio 3,6 mg 

Hidróxido de sódio 2,53 mg 

DL-α-Tocoferol 0,15 mg 

Álcool etílico 3 mg 

Água 907,8 mg 

B. Fosfatidilcolina injetável 

Fosfatidilcolina 5% (p/v) 

Desoxicolato de sódio 4,75% (p/v) 

Álcool benzílico 0,9% (p/v) 

Água 100 mL 

C. Desoxicolato injetável 

Desoxicolato de sódio 4,75% (p/v) 

Álcool benzílico 0,9% (p/v) 

Propileno glicol 10% (p/v) 

Água 100 mL 

 

2.2.2. Mecanismo de ação das formulações injetáveis 

Duncan e Hasengschwandtner (2005) foram um dos pioneiros a apresentar um 

possível mecanismo de ação para a “injeção de fosfatidilcolina” onde a formulação agiria 

destruindo a membrana dos adipócitos seguido da mobilização das reservas de triglicerídeos 

armazenados. Klein et al. (2009) usando adipócitos 3T3-Ll como modelo para estudos in vitro 

e Schuller-Petrovic et al. (2008), usando ratos como modelo para estudos in vivo, submeteram 

seus modelos a várias doses de SDC, fosfatidilcolina e Lipostabil
®
. Brow et al. (2006) e mais 

tarde Matarasso e Pfeifer (2009) relataram que o SDC poderia realizar a destruição dos 

adipócitos 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 mobilização dos ácidos 
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graxos de dentro do adipócito; 3. Na forma cristalina, este é conhecido por causar dano celular 

pela perfuração das membranas biológicas. 

Duncan et al. (2009) demonstraram três mecanismos de ação para a fosfatidilcolina: 1. 

Atuação como um tampão, pois o pH em solução da mesma é  7,0, e o do SDC em solução é 

8,08, causando um ajuste do pH final da mistura para valores próximos ao pH sistêmico 

humano (7,4); 2. Interação com o SDC permitindo que este fique temporariamente com efeito 

reduzido para se difundir além do local onde foi administrado. O SDC numa concentração de 

4,2% (p/v), ou 42 mg/mL, causa necrose imediata da gordura no local de injeção; 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 

redução de tecido cicatricial fibroso produzido pela administração do SDC isolado. 

Outra questão importante é quais os efeitos fisiológicos provocados pela gordura 

liberada dos adipócitos? 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 níveis plasmáticos de triglicerídeos bem como os níveis das 

enzimas hepáticas, estes resultados são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Efeitos do Lipostabil
®
 nos níveis plasmáticos (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 (IU/L) 189 ± 6 166 ± 5 250 ± 32 386 ± 20* 

AST (IU/L) 174 ± 21 206 ± 8 188 ± 71 107 ± 5* 

ALT (IU/L) 80 ± 7 91 ± 3 74 ± 23 50 ± 3* 

GDH (IU/L) 9,3 ± 0,8 10,0 ± 0,4 17,3 ± 5,8 28,7 ± 11,8 

Triglicerídeos (mg/L) 14,5 ± 0,6 15,5 ± 1,2 27,0 ± 6,1 56,5 ± 3,4* 

Ácidos graxos livres (mM) 0,56 ± 0,11 0,64 ± 0,05 0,64 ± 0,06 1,24 ± 0,03* 

Proteína 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 padrão 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 após uma 

semana de tratamento e uma aplicação do Lipostabil
®
, não houve alteração nos perfis das 
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enzimas hepáticas nem  nos triglicerídeos (Tabela 3). Após 4 semanas e com mais de uma 

aplicação, a atividade de ChE aumentou 2,3 vezes, as atividades de AST e ALT diminuíram 

aproximadamente 45%, enquanto que os níveis de triglicerídeos e ácidos graxos livres 

aumentaram quatro e duas vezes, respectivamente. O mesmo autor não conseguiu identificar o 

motivo das alterações nos níveis destas enzimas hepáticas após 4 semanas, apenas que os 

lipídeos livres provavelmente são originados da lise dos adipócitos. É importante salientar que 

HEXSEL et al. (2005) e ROTUNDA et al. (2009) não observaram alterações hepáticas ou no 

perfil lipídico, o último em mais de 42 pacientes. No entanto os autores não demonstraram os 

parâmetros analisados, desta forma destaca-se a importância de mais estudos in vivo em 

relação às alterações hepáticas e plasmáticas provocadas por este tipo de formulação. 

 A forma e a quantidade administrada, quando erradas podem ocasionar perda de pele 

em pequenas áreas (DUNCAN e PALMER, 2008), o mesmo autor também observou edema 

em todos os pacientes submetidos ao tratamento. Rotunda et al. (2009) realizaram tratamentos 

com a fosfatidilcolina injetável e com o desoxicolato injetável em mais de 42 voluntários, os 

dados são apresentados na Tabela 4. Os principais efeitos colaterais observados foram edema, 

eritema, dor, ardor ou sensibilidade no local de aplicação. Outros efeitos foram dormência, 

sensação 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 voluntário tratado com altas doses de Lipostabil
®
 (600 µL) sinais histológicos de 

paniculite e lesões vasculares. 

Duncan e Chubaty (2006) observaram dor em 8,1% dos seus 75 pacientes 

imediatamente após a aplicação e 1% após 1 semana. Os outros efeitos observados foram 

eritema (72%), pontadas e ardor (90%), edema (88%), hematomas (16%) e Náusea (10%), 

este último apenas em doses elevadas (> 3.000 mg/mL de SDC).  Os presentes autores 

concluíram que estes efeitos foram transitórios e não afetaram o resultado final não havendo 

também qualquer complicação. A redução na concentração de SDC utilizada neste tipo de 

tratamento pode reduzir seus efeitos colaterais, mas para a manutenção dos efeitos desejados 

surge a necessidade de associação com outros fármacos com efeito sobre a gordura ou até 

mesmo a utilização de sistemas inteligentes para a liberação controlada do mesmo. 
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Tabela 4: Frequência e duração média dos efeitos colaterais ocorridos em 10% ou mais dos pacientes tratados 

(Fonte: ROTUNDA et al., 2009). 

Efeito colateral 

Desoxicolato de sódio Fosfatidilcolina injetável 

Paciente, 

n (%) 

Duração média 

(Dias) 

Paciente, 

n (%) 

Duração média 

(Dias) 

Edema 21 (100) 15 21 (100) 15 

Eritema 21 (100) 4 21 (100) 2 

Dor 21 (100) 8 21 (100) 7,5 

Queimadura 21 (100) 2 19 (90) 2 

Sensibilidade 19 (90) 14 21 (100) 13 

Dormência 17 (81) 14 16 (76) 13,5 

Sensação de aperto 15 (71) 11 17 (81) 14 

Prurido 14 (67) 3 16 (76) 4 

Equimoses 11 (52) 9 14 (67) 7 

Sangramento local 7 (33) <1 10 (48) <1 

 

2.2.3. Ácido ursodesoxicólico 

O ácido ursodesoxicólico, (3α, 5β, 7β)-3,7-dihidroxi-5-colano-24-oico, UDCA, Figura 

1) é um ácido biliar terciário de difícil determinação formado pela epimerização do ácido 

quenodesoxicólico (DEBRUYNE et al., 2001) e menor constituinte da bile humana (SOLA et 

al., 2006). O mesmo é encontrado na forma de pó branco, cristalino, inodoro, de sabor 

amargo, pouco solúvel em água, apresentando boa solubilidade em etanol e ácido 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 cálculos biliares - colelitíase, tratar cirrose biliar, 

refluxo de bile na gastrite, no tratamento do câncer coloretal (TAY et al., 2007; SETCHELL 

et al., 2005; PETRONI et al., 2001), colangite esclerosante primária (LINDOR, 1997), 

prevenção da pancreatite causada por microlitíases em pacientes com a vesícula biliar intacta 

(OKORO et al., 2008) e também em pacientes com hepatite C aumentando o nível da enzima 

alanina aminotransferase (IKEGAMI e MATSUZAKI, 2008). Não é relatado na literatura se o 

UDCA tem efeito sobre gordura subcutânea, mas este também não é descartado. 
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Figura 1: Estrutura química do ácido ursodesoxicólico. 

 

2.3. Flavonoides 

Flavonoides compreendem um grande grupo de compostos naturais polifenólicos de 

baixo peso molecular presente em todos os vegetais (AHN et al., 2008). Flavonoides são 

classificados como 1,4-benzopironas consistindo de 2 anéis aromáticos ligados por um anel 

pirona heterocíclico (HARWOOD et al., 2007). Estes compostos contribuem para a coloração 

vegetal fornecendo um grande espectro de cores. Ainda, devido às propriedades benéficas a 

saúde humana, os flavonoides são estudados em relação a sua composição química e suas 

propriedades biológicas (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 chá, apresenta as propriedades químicas contidas na Tabela 

5. QUE atua no processo de proteção contra radiação UV nos vegetais devido ao seu efeito 

antioxidante. Também apresenta atividade biológica anti-adipogênica, anti-carcinogênica, 

anti-inflamatória 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 proteção dos neurônios e no 

tratamento de doenças crônicas como Parkinson ou Alzheimer. Entretanto, quando 

administrada em solução diretamente possui baixa biodisponibilidade já que é rapidamente 

metabolizada no organismo (PRIPREM et al., 2008), sendo necessária a utilização de sistemas 

de liberação controlada de fármacos, como alternativa, para aumentar a sua biodisponibilidade 

e protege-la da degradação. 
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Tabela 5: Parâmetros físico-químicos da quercetina. 

Nome comum Quercetina (QUE) 

Estrutura química 

 

Fórmula molecular C15H10O7 (O'NEIL et al., 2006) 

Nomenclatura (IUPAC) 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxicromen-4-ona 

Origem Cebola, Maçã, 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-HCl pH 7,4 octanol/água) (ROTHWELL et al., 2005) 

Ponto de fusão 314°C 

Solubilidade 

Álcool: 3,45g/L; 

Ácido acet. Glacial: Solúvel; 

Solução aquosa alcalina: Solúvel (Amarela); 

Praticamente insolúvel em água; 

Complexação com ciclodextrinas 

Kc(1:1) M
-1

 

Higuchi e Connors 

β-CD-QUE: 6,02x10
2
 (pH 7,0 a 30°C) 

HPβ-CD-QUE: 1,42x10
3
 (pH 7,0 a 30°C) 

SBEβ-CD-QUE: 4,03x10
3
 (pH 7,0 a 30°C) 

(JULLIAN et al., 2007) 

Toxicologia e Farmacocinética 

CL50 

160 mg/Kg (oral) – Camundongo 

620 µM (in vitro)- Hepatócito (2h) 

(MORIDANI et al., 2002) 

Dose (mg/Kg) 30 (oral) – rato (CHEN et al., 2010) 

AUC∞ (µg·min·ml
-1

) 57 ± 6 (plasma) (CHEN et al., 2010) 

MRT (min) 149 ± 23 (plasma) (CHEN et al., 2010) 

t1/2 (min) 112 ± 31 (plasma) (CHEN et al., 2010) 

Nanotecnologia (Lipossomas) 

Tipo Clássico (PRIPREM et al., 2008) 

Bicamada lipídica PC-CH-QUE (2:1:1) 

Compartimento aquoso PEG 50% (v/v) 

Concentração do fármaco 0,1% (p/v) 
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 QUE pode aumentar o gasto energético celular pelo aumento do consumo de oxigênio 

nos miócitos. O mecanismo ocorre através do aumento da expressão de dois tipos de 

diodinases, o qual aumenta o gasto energético pelo aumento da formação de tri-iodotironina 

(T3), um hormônio tireoidiano envolvido no metabolismo basal (RAINS et al., 2011; 

STEWART et al., 2008). Também pode agir diretamente na redução do desenvolvimento dos 

adipócitos através de seus efeitos antiadipogênicos e apoptóticos, estes que ocorrem pelo 

aumento da expressão de proteínas quinases AMP-ativadas (AHN et al., 2008). O mesmo 

autor observou que a diferenciação em pré-adipócitos pode ser afetada de diferentes maneiras 

principalmente pela regulação da expressão de fatores relacionados à adipogênese e enzimas. 

Finalmente, Ahn et al. (2008) observaram que a quercetina ativa genes de apoptose tais como 

Caspase-3, Caspase-9 que são mais expressos e blc-2, um gene antiapoptótico tem sua 

expressão reduzida. 

Raylam et al. (2008) também estudaram o mecanismo de ação de QUE sobre pré-

adipócitos observando um decréscimo do potencial de membrana pela redução da regulação 

de poli (ADP-Ribose) polimerase, bcl-2 e ativação da caspase-3, consequentemente iniciando 

um processo de apoptose pela inibição da mitogênese celular. QUE também induziu a lipólise 

em adipócitos, pois é potente inibidora de fosfodiesterase, uma enzima que hidrolisa o AMPc 

com consequente inativação da proteína quinase. Devido à inibição da atividade da 

fosfodiesterase há um aumento da lipólise no adipócito. Os efeitos de QUE sobre os 

adipócitos em seus diferentes estágios são mostrados na Figura 2. 

A QUE possui propriedades anti-carcinogênicas em baixas concentrações (abaixo de 

1200 mg/dia), mas os trabalhos publicados são controversos, pois a literatura evidencia 

inibição em tumores do colón, da mama e aumento de tumores gastrointestinais. Além disso, 

não foi observada uma inibição da iniciação do tumor quando QUE é administrada por via 

oral (HARWOOD et al., 2007). O presente autor não leva em consideração a associação de 

QUE com outros fármacos, pois quando ela é combinada com outros flavonoides como 

resveratrol e/ou genisteína os mesmos apresentaram efeito positivo para o tratamento de 

câncer oral (WALLE, 2005). 
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Figura 2: Efeitos da quercetina no ciclo de vida do adipócito, incluindo a inibição da proliferação celular durante 

o desenvolvimento dos pré-adipócitos, indução de apoptose nos pré-adipócitos e indução de lipólise em 

adipócitos maduros (Modificado de RAYALAM et al., 2008). 

 

Estudos epidemiológicos têm mostrado uma relação inversa entre a ingestão de 

flavonoides na dieta e a mortalidade por doença coronariana. QUE pode oferecer efeitos 

cardioprotetores já que elimina os radicais livres e inibe a peroxidação lipídica o que 

indiretamente ajuda a manter os níveis de lipídeos no coração (PRINCE e SATHYA, 2010). 

Os mesmos autores observaram estes efeitos benéficos em ratos com problemas cardíacos 

através de análises bioquímicas e eletrocardiogramas. Adicionalmente, o potencial anti-

inflamatório da QUE é associado a um decréscimo da produção de citocinas inflamatórias. 

 

2.3.2. Resveratrol 

O resveratrol (RES) é uma fitoalexina polifenólica 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 herbáceo; uva (Vittis spp.); vinho e amendoim (Arachis spp.). Este é 

produzido em resposta a um agente estressante como um mecanismo de defesa contra 

infecções fúngicas, virais e bacterianas e dano por radiação ultravioleta. Recentemente, 

passou a ser vendido em comprimidos como suplemento alimentar (SZKUDELSKA e 

SZKUDELSKI, 2010; CADDEO et al., 2008). Os parâmetros físico-químicos do resveratrol 

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

inúmeras aplicações biológicas. As principais são os efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios, 

cardioprotetores e anticâncer já bem caracterizados (ALBERDI et al., 2011; SZKUDELSKA 

e SZKUDELSKI, 2010; BECHMANN et al., 2009; CADDEO et al., 2008). 

 

Tabela 6: Parâmetros físico-químicos do resveratrol. 

Nome comum Resveratrol (RES) 

Estrutura química 

 

Fórmula molecular C14H12O3 

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/água); 

2,79 a 37°C (Salina 0,05 M pH 7,4 octanol/água) (KEREM et al., 2006) 

Ponto de fusão 256-257°C 

Solubilidade 

Água: 0,03 g/L; 

DMSO: 16 g/L; 

Álcool: 50 g/L; 

Complexação com ciclodextrinas 

Kc(1:1) M
-1

 

Higuchi e Connors 

β-CD-RES: 1,82x10
3
 (pH 7,0 a 25°C) 

HPβ-CD-RES: 6,78x10
3
 (pH 7,0 a 25°C); 

(LU et al., 2009) 

Toxicologia e Farmacocinética 

CL50 

23,2 µM (in vitro) – Células estreladas hepáticas humanas LX-2 (BECHMANN 

et al., 2009) 

470 µM (in vitro) - Hepatócito (2h) 

(MORIDANI et al., 2002) 

Dose (mg/Kg) 

20 (oral- Camundongo); 

225 (subcutânea – Camundongo) 

(ISHIDA et al., 2009) 

AUC∞ (µg·min·ml
-1

) 
63 (oral), 5870 (subcutânea) 

(ISHIDA et al., 2009) 
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MRT (min) 

32 (oral) 

16700 (subcutânea) 

(ISHIDA et al., 2009) 

t1/2 (min) 

20 (oral) 

451 (subcutânea) 

(ISHIDA et al., 2009) 

Tipo 

23,2µM (in vitro) - Células estreladas hepáticas humanas LX-2 (BECHMANN et 

al., 2009) 

470 µM (in vitro)- Hepatócito (2h) 

(MORIDANI et al., 2002) 

Nanotecnologia (Lipossomas) 

Tipo Clássico (CADDEO et al., 2008) - 5mL de dispersão 

Bicamada lipídica PC-Diacetil fosfato-CH-RES (129:36:26:6,5) 

Compartimento aquoso Tris-HCl (pH 7,4) 

Concentração do fármaco 6,5 µM 

 

RES é um potente antioxidante in vivo, porque aumenta a síntese de óxido nítrico 

(NO). O papel anti-inflamatório do resveratrol ficou evidente quando o mesmo inibiu a 

agregação plaquetária e a ação de citocinas em células vasculares. RES também inibiu a 

expressão de vários fatores incluindo a interleucina 1β, fatores de necrose tumoral (TNF-α), 

lipopolissacarídeo (LPS), prostaglandinas e ciclo-oxigenase 2 (COX-2) em baixas 

concentrações (SHAH e PATEL, 2010). Esta resposta anti-inflamatória do resveratrol é 

importantíssima para reduzir os efeitos colaterais da necrose produzida pelo SDC.  

Estudos têm demonstrado que em baixas concentrações, RES age como um agente 

anti-apoptótico proporcionando cardioproteção. Os efeitos anticâncer aparecem em altas 

doses de RES administradas sob o tecido alvo, reduzindo a expressão de fatores de 

crescimento e aumentando efeitos benéficos contra respostas inflamatórias. Concentrações 

acima de 50 µM já induzem apoptose em células cancerígenas (MUKHERJEE et al., 2010; 

SHAH e PATEL, 2010). No entanto, o resveratrol sofre rápido metabolismo em seres 

humanos, o que limita a disponibilidade desta molécula em órgãos distantes do local de 

absorção para a quimioprevenção (PRIETO-HONTORIA et al., 2011; SHAH e PATEL, 

2010). 

Outra importante aplicação de RES é a redução da adipogênese e da viabilidade dos 

pré-adipócitos. Adicionalmente, também aumenta a lipólise e reduz a lipogênese em 

adipócitos maduros, reduz à síntese de lipídeos em fígado de rato e adipócitos 3T3-L1, inibe a 

proliferação em pré-adipócitos dependentes de SIRT-1 e sinergicamente, em altas 

concentrações, aumenta a produção de fatores de necrose tumoral-alfa (TNF-α) induzindo 
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apoptose em adipócitos 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 ácidos graxos, diminuir a resistência à 

insulina em camundongos submetidos a uma dieta de alto valor calórico e minimizar a 

hiperglicemia em pacientes obesos (DAL-PAN et al., 2010). O mesmo autor também 

observou em lêmures (Microcebus murinus) que RES administrado na dieta aumentou a taxa 

metabólica no repouso bem como o efeito da saciedade nestes primatas. Szkudelska e 

Szkudelski (2010) em uma revisão apresentaram diversos trabalhos com camundongos e ratos 

submetidos a dietas com alto teor de gordura e suplementação com resveratrol onde se 

observou o aumento na expectativa de vida, função motora, ganho de peso e alteração na 

expressão gênica. Os animais submetidos à mesma dieta e tratados com resveratrol também 

apresentaram redução nos parâmetros lipídicos (triglicerídeos plasmáticos e do fígado, 

colesterol) em relação aos animais não tratados. 

 

 

Figura 3: Efeitos do resveratrol no ciclo de vida do adipócito, incluindo a inibição da proliferação celular durante 

o desenvolvimento dos pré-adipócitos, a inibição da diferenciação e acúmulo de lipídeos durante o 

desenvolvimento posterior dos pré-adipocitos, indução de lipólise e apoptose em adipócitos maduros 

(Modificado de BAILE et al., 2011). 

 

Alguns trabalhos científicos demonstraram a aplicação combinada de resveratrol com 

outros flavonoides como a quercetina onde Yang et al. (2008) estudaram os efeitos de QUE 

(100 μM) e RES (100 μM) combinados em linhagens de células 3T3-L1 e observaram um 

decréscimo no acúmulo de lipídeos de 73,5 ± 0,9% e aumento na apoptose de  310,3 ± 9,6% 
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maior que a utilização destes compostos isoladamente. Park et al. (2008) também estudaram 

os efeitos combinados de QUE (100 μM), RES (100 μM) e genisteína (50 μM) em adipócitos 

jovens e maduros (3T3-L1) provocando apoptose. Não 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 inibição em 28,3; 8,1; 11,1; 33,2; 5,6 e 71,5% respectivamente. 

A patente depositada por Milburn et al. (2007) descreve formulações a base de 

flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas, chalconas, taninos ou antocianidinas 

e nicotinamidas para a prevenção de uma série de desordens metabólicas incluindo a 

obesidade. Dentre os compostos apresentados encontram-se QUE, RES e suas formas 

derivadas incluindo também preparações lipossomais furtivas (reduz o reconhecimento pelo 

sistema imune) utilizando o PEG (1000-5000 Da, 5% mol/%) em escala nanométrica até 

micrométrica. A patente não apresenta todos os outros constituintes da formulação e suas 

respectivas composições. Estes lipossomas diferem dos propostos neste trabalho por serem de 

longa circulação (furtivos) diferente dos de ação local que possuem composição e método de 

produção mais simples, além disso, não apresentam o desoxicolato de sódio em sua 

composição como surfactante ou fármaco. 

 

2.4. Ciclodextrinas (CDs) 

Em 1891, A. Villiers, um cientista francês, isolou uma substância produzida por 

Bacilus amylobacter contendo amido que o mesmo denominou de “celulosina”. Depois, o 

microbiologista austríaco Franz Schardinger entre 1903 e 1911 descreveu dois compostos 

cristalinos – α-dextrina e β-dextrina isolado de sobrenadante bacteriano produzido em amido 

de batata. A celulosina descrita por Villers é a β-dextrina descrita por Schardinger. Em 1935, 

Freudenberg e Jacobi foram os primeiros a descrever as ciclodextrinas (CDs) como são 

conhecidas hoje: α-ciclodextrina (α-CD), β-ciclodextrina (β-CD) e γ-ciclodetrina (γ-CD). De 

1935 a 1955, Freudenberg, Cramer e colaboradores identificaram a estrutura das CDs, suas 

propriedades físico-químicas e sua habilidade de formar complexos de inclusão. Na década de 

1970, com o avanço dos processos biotecnológicos, foi possível a produção de CDs com alto 

grau de pureza e baixo custo (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; LOFTSSON e DUCHÊNE, 

2007; DEL VALLE, 2004). 

Ao longo do último século houve um aumento na utilização das CDs devido ao fato de 

serem produtos seminaturais decorrentes de fontes renováveis (amido) através de conversões 

enzimáticas simples. Milhares de toneladas são produzidas ao ano por tecnologias não 

agressivas sob o ponto de vista ambiental; baixo preço; capacidade de formar complexos de 
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inclusão; baixos efeitos secundários e dependendo da aplicação, pode ser ingerida pelo 

homem em produtos indústrias com aplicações farmacêuticas (solubilizantes e estabilizantes), 

alimentícia (alterando o odor e o sabor) e cosmética (estabilizantes) (LOFTSSON e 

DUCHÊNE, 2007; VEIGA et al., 2006). 

As ciclodextrinas são obtidas através da reação de transglicosilação intramolecular 

onde o amido é degradado pela ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase) produzindo 

dextrinas cíclicas e acíclicas (SZEJTLI, 1998). Essa enzima possui peso molecular na ordem 

de 70-75kD e apresenta uma sequência de aminoácidos com similaridade estrutural a α-

amilase (VAN DER VEEN et al., 2001). Vários microrganismos catalisam esta reação 

enzimática como o Bacillus megaterium, B. circulans, B. stearothermophilus, B. subtilis e 

Klebsiella pneumoniae. As CDs que são obtidas em maiores porcentagens são a α-CD, β-CD 

e a γ-CD, cujas quantidades relativas dependem do tipo de microrganismo e das condições de 

reação (VEIGA et al., 2006). 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos (Figura 4) derivados do amido com 6 

(α-ciclodextrina), 7 (β-ciclodextrina), 8 (γ-ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas 

por ligações α-(1,4) (ZHANG et al., 2009; DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-TOBIAS, 

2005; DEL VALLE, 2004). CDs com número inferior a 6 moléculas de glicose não existem 

por razões estereoquímicas, mas CDs com mais de 8 moléculas de glicose já foram 

produzidas (VEIGA et al., 2006). Devido à ausência de rotação livre nas ligações glicosídicas 

e da conformação em cadeira apresentadas pelas moléculas de glicose, as CDs apresentam 

uma forma tronco-cônica onde as radicais hidroxilas secundárias ligados aos carbonos 2 e 3 e 

ocupam a base de maior diâmetro do tronco, enquanto que as hidroxilas primárias ligadas ao 

carbono 6 localizam-se na menor base do tronco. Esta conformação faz com que as 

ciclodextrinas em solução aquosa apresentem um exterior hidrofílico e interior hidrofóbico 

(DEL VALLE, 2004). 

Todas as ciclodextrinas apresentam estrutura cristalina, não higroscópica e reduzida 

solubilidade aquosa, são bastante resistentes em meio alcalino, mas, hidrolisam-se facilmente 

em meio ácido (DEL VALLE, 2004). A Tabela 7 apresenta as propriedades físico-químicas 

das principais CDs. 

Em geral, as ciclodextrinas mais comuns apresentam baixa toxicidade sendo capazes 

apenas de permear membranas biológicas, tais como a córnea, se ingeridas por via oral, estas 

não são absorvidas no trato gastrointestinal e não apresentam toxicidade, quando 

administradas por via parentérica também apresentam baixa toxicidade (BREWSTER e 

LOFTSSON, 2007; LOFTSSON e DUCHÊNE, 2007; DEL VALLE, 2004). 
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Figura 4: Estrutura da α-ciclodextrina (1), β-ciclodextrina (2), γ-ciclodetrina (3), estrutura tridimensional (4) 

(Modificado de VEIGA et al., 2006). 

 

Tabela 7: Propriedades físico-químicas das principais ciclodextrinas (Fonte: LOFTSSON e DUCHÊNE, 2007; 

VEIGA et al., 2006; NASONGKLA et al., 2003). 

Propriedades α-CD β-CD HPβ-CD γ-CD 

Unidades de Glicose 6 7 7 8 

Massa molecular 

(g
.
mol

-1
) 

972 1135 1390 1297 

Solubilidade aquosa 

(g/100mL a 25°C) 

14,5 1,85 >50 23,2 

Diâmetro interno da cavidade (Å) 4,7 - 5,3 6,0 - 6,5 6,0 - 6,5 7,5 - 8,3 

Altura da estrutura tronco-cônica (Å) 7,9 ± 0,1 7,9 ± 0,1 ND 7,9 ± 0,1 

Volume aproximado da cavidade 

(Å
3
) 

174 262 ND 427 

Formas dos cristais Lâminas 

hexagonais 

Paralelogramas 

monoclínicos 

ND Prismas 

quadráticos 

pKa (a 25°C) 12,333 12,202 ND 12,081 

Constante de difusão a 40°C (m
2
/s) 3,443 3,223 ND 3,000 

ND = não determinado 
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2.4.1. Complexos de inclusão 

Devido a sua estrutura, as CDs podem ser consideradas cápsulas vazias cilíndricas 

abertas em ambas às extremidades, o que lhe permite a inclusão de uma enorme variedade de 

moléculas orgânicas em sua cavidade hidrofóbica. Neste complexo de inclusão a molécula 

que entra na cavidade é chamada de hospedeira enquanto a ciclodextrina é a molécula 

hóspede (BREWSTER e LOFTSSON, 2007; DEL VALLE, 2004). 

Uma grande variedade de moléculas pode formar complexos de inclusão, tais como 

indicadores, fármacos, pequenos ânions, ácidos carboxílicos e álcoois (TAWARAH e 

KHOURI, 2000). Estas moléculas ficam ligadas por forças intermoleculares não covalentes 

(ANSELMI et al., 2008; AFKHAMI et al., 2006; DEL VALLE, 2004) além destas forças, o 

tamanho e estrutura interferem na inclusão destes compostos (AL-SHERBINI, 2005). Devido 

a estas interações, as propriedades físico-químicas das moléculas hóspedes podem ser 

drasticamente modificadas (HERNÁNDEZ BALBOA et al., 2008; YANEZ et al., 2004).  

Em solução aquosa, a cavidade da ciclodextrina está ocupada por moléculas de água, 

isto é termodinamicamente desfavorável devido à interação polar-apolar. A formação do 

complexo de inclusão ocorre através do deslocamento destas moléculas de água da cavidade 

da CD pela molécula hóspede ou por grupos hidrofóbicos (Figura 5). Este processo é 

termodinamicamente favorável e contribui para a formação do complexo. As principais 

interações que ocorrem para a formação e estabilização do complexo são as interações de Van 

der Waals, pontes de hidrogênio e interações hidrofóbicas dependendo da molécula hóspede 

(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 formação de um 

complexo de inclusão: 1. Ocorre a aproximação da molécula hóspede à molécula de CD; 2. 

Acontece a quebra da estrutura da água existente no interior da cavidade da CD e remoção de 

algumas das moléculas de água para a solução; 3. Em seguida há quebra da estrutura da água 

em volta da molécula hóspede; 4. Ocorre a interação dos substituintes da molécula hóspede 

com os grupos existentes na superfície ou no interior da CD; 5. Possivelmente há formação 

das pontes de hidrogênio entre a molécula hóspede e a CD; 6. Finalmente ocorre à 

reconstrução da estrutura da água em volta das partes expostas da molécula hóspede, após o 

processo de inclusão. 

Diversas técnicas são utilizadas para a produção de complexos de inclusão, as quais 

por sua vez têm grande influência no composto final obtido (MURA et al., 1999): a co-

precipitação é a técnica mais usada em laboratório e consiste na adição da molécula hóspede a 
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uma solução aquosa de CD (ANSELMI et al., 2008); a complexação fluída ocorre pela adição 

do hóspede a uma solução de CD 50-60% em massa; a complexação pastosa é semelhante a 

complexação fluída com a diferença de que a CD está praticamente sólida; na co-evaporação, 

a solução aquosa de CD é misturada à molécula hóspede e depois aquecida a 100°C para a 

eliminação da água; a extrusão é uma técnica onde o hóspede e a CD são misturadas e 

aquecidas continuamente (CHALLA et al., 2005); por fim, na Mistura a Seco, o hóspede e a 

CD são diretamente combinados (VEIGA et al., 2006; DEL VALLE, 2004). 

 

 

Figura 5: Formação de um complexo de inclusão entre a molécula hóspede e a ciclodextrina (Fonte: SZEJTLI, 

1998). 

A análise dos complexos de inclusão é realizada por uma grande variedade de 

técnicas: espectrofotométricas (UV-Vis, fluorescência), cromatográficas (HPLC), 

eletroquímica 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 análises 

UV-Vis com CDs são escassos. O emprego de ciclodextrinas em técnicas UV-Vis tem como 

objetivo melhorar a solubilidade e estabilidade das substâncias colorimétricas, além de 

aumentar a seletividade e sensibilidade desta técnica (DE LEON-RODRIGUEZ e BASUIL-

TOBIAS, 2005). 

Os complexos de inclusão também podem ser utilizados para a determinação indireta 

de substâncias. Para isso são utilizadas técnicas como a Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN) (ABDEL-SHAFI, 2007; BREWSTER e LOFTSSON, 2007), a Fluorescência (LIU et 

al., 2007) e a Espectrofotometria UV-Vis (JADHAV e VAVIA, 2008; ABAY et al., 2005; 

KADRI et al., 2005). Este último método, em associação com substâncias coloridas, tais 

como indicadores, apresenta-se como uma alternativa para a determinação de substâncias com 

baixa absortividade molar, onde a substância compete com o indicador pela cavidade da CD, 
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sendo esta liberada em solução e em seguida quantificada. Esta técnica é conhecida como 

Reação de Complexação Competitiva (CADENA et al., 2009; AFKHAMI et al., 2006; 

GLAZYRIN et al., 2004). 

A determinação da constante de equilíbrio (Kc) da molécula hóspede-CD é de suma 

importância, pois esta serve como um parâmetro para medir as alterações físico-químicas 

ocasionadas pela complexação, tais como solubilidade aquosa, reatividade química, 

absortividade molar e outras propriedades ópticas (dispersão rotatória óptica). Existem vários 

métodos para se determinar Kc: O método de solubilidade de fases de Higuchi e Connors, 

Espectrofotometria UV-Vis de Hildebrand e Benesi, RMN e Modelação molecular. Também 

é possível, através de Kc determinar os parâmetros termodinâmicos – variação da energia livre 

de Gibbs (ΔG), variação da entalpia aparente (ΔH) e a variação da entropia apaarente (ΔS) 

(BREWSTER e LOFTSSON, 2007; VEIGA et al., 2006; DEL VALLE, 2004; BENESI e 

HILDEBRAND, 1949).  

A quercetina já foi complexada a três tipos de ciclodextrinas (β-CD; HPβ-CD e 

sulfobutil éter β-CD) sendo seus complexos de inclusão caracterizados. A complexação com 

as CDs aumentou a duração das propriedades antioxidantes de QUE (JULLIAN et al., 2007). 

O resveratrol também foi complexado a dois tipos de ciclodextrinas (β-CD e HPβ-CD) com 

seus complexos de inclusão caracterizados. Não houve diferença na atividade antioxidante 

dos resveratrol livre para o complexado, a complexação também aumentou a solubilidade do 

resveratrol e sua estabilidade em solução (ALLAN et al., 2009; LU et al., 2009). Não foi 

encontrado na literatura complexos de inclusão da associação de QUE e RES. 

Sais biliares também já foram complexados a ciclodextrinas e seus complexos de 

inclusão já foram caracterizados (CADENA et al., 2009; ORIENTI et al., 1999; VENTURA 

et al., 1997). O núcleo esteroide do sal biliar entra na cavidade hidrofóbica da ciclodextrina 

(CAI et al., 2005), este efeito aumenta a solubilidade aquosa do sal biliar. 

Os complexos de inclusão podem ser aplicados no desenvolvimento de vários sistemas 

como lipossomas, microesferas, microcápsulas e nanopartículas, além dos efeitos mais 

estudados como solubilidade e dissolução, biodisponibilidade, redução da toxicidade e 

aumento da estabilidade de fármacos (CHALLA et al., 2005; BIBBY et al., 2000). Dentro 

deste contexto, normalmente ciclodextrinas são utilizadas com fármacos hidrofóbicos 

possibilitando a permanência na fase aquosa dos Sistemas de Liberação controlada devido ao 

aumento da solubilidade. Gilet et al. (2009) encapsularam o complexo de inclusão 
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betametasona-HPγ-CD em lipossomas, Lira et al. (2009a) encapsularam o complexo ácido 

úsnico-β-CD em lipossomas. 

 

2.5. Nanotecnologia Farmacêutica 

Nanotecnologia pode ser definida como: i. pesquisa e desenvolvimento de tecnologia a 

nível atômico, molecular ou macromolecular em uma escala de comprimento em torno de 1 a 

999 nanômetros; ii. criação e uso de estruturas, dispositivos e sistemas que possuem 

propriedades novas e funções por causa da sua pequena dimensão e/ou tamanho 

intermediário; iii. capacidade de controlar e manipular na escala atômica. A nanotecnologia 

move-se para o centro da atenção pública devido a sua ampla gama de aplicações que trazem 

impactos tanto na comunidade científica como no mercado. A nanotecnologia pode ser 

aplicada nas áreas biomédicas, ópticas, eletrônica, mecânica, química bem como bens de 

consumo como alimentos e cosméticos (MU e SPRANDO, 2010; MOZAFARI et al., 2008). 

Dentre as aplicações da nanotecnologia, à farmacêutica está envolvida no 

desenvolvimento, caracterização e aplicação de sistemas terapêuticos em escala nanométrica. 

A microencapsulação serviu de modelo para técnicas mais sofisticadas, agora em escala 

nanométrica, permitindo o desenvolvimento de nanopartículas e lipossomas. A descoberta dos 

lipossomas nos anos 1960 aumentou a variedade de ferramentas para o desenvolvimento da 

nanotecnologia farmacêutica com sistemas lipídicos para vetorização de fármacos (BATISTA 

et al., 2007; PIMENTEL et al., 2007). 

Ainda, produtos nanotecnológicos podem ser utilizados como sistemas de liberação 

controlada de fármacos o que permite a manutenção constante das concentrações do mesmo 

nos fluídos corporais dentro da faixa terapêutica bem como redução na sua toxicidade, isto 

não ocorre com sistemas convencionais que frequentemente podem atingir níveis 

subterapêuticos ou tóxicos nos sistemas biológicos (Figura 6). A medicina moderna utiliza 

vários sistemas de liberação controlada em escala nanométrica como nanopartículas e 

lipossomas, mas estes últimos são os mais amplamente usados. As principais vantagens são a 

baixa toxicidade, serem biodegradáveis, não antigênicos, boa solubilidade e fácil preparação. 

As principais desvantagens são a estabilidade, esterilização, produção 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 liberação controlada (b) 

(Modificado de LOW et al., 2001). 

 

2.5.1. Lipossomas 

Desde a observação pioneira de Alec Bangham há cerca de meio século que 

fosfolipídeos em solução aquosa podem formar estruturas fechadas em bicamadas, os 

lipossomas têm percorrido um longo caminho para não serem apenas mais um objeto de 

pesquisas biofísicas e sim tornarem-se um sistema de liberação de fármacos com numerosas 

aplicações (TORCHILIN, 2005). Os lipossomas foram introduzidos como sistemas de 

liberação na década de 70, mas os resultados iniciais foram decepcionantes devido a sua 

instabilidade coloidal e biológica, além da instabilidade da encapsulação dos fármacos, devido 

a isto permaneceu muito tempo sem ser considerado um potencial sistema de liberação 

controlada. Obviamente estes problemas foram contornados de forma que a partir da década 

de 80 começaram a surgir produtos no mercado (GREGORIADIS, 2008; LASIC, 1998). 

Atualmente os lipossomas são utilizados nas mais variadas áreas do conhecimento, 

devido a sua propriedade de simular membranas naturais, incluindo a matemática e a física 

teórica (topologia de superfícies bidimensionais), biofísica (membranas celulares e canais), 

bioquímica (função das proteínas de membrana), biologia (excreção celular, função e 

sinalização celular, função de genes). Nas aplicações, eles podem ser usados como sistemas 

de liberação controlada para antifúngicos, agentes anticâncer, vacinas, formulações 

cosméticas (produtos para pele e shampoo), diagnóstico e uso na indústria de alimentos 

(MOZAFARI et al., 2008; LASIC, 1998). 

Os lipossomas são vesículas esféricas (Figura 7), constituídas de uma ou mais 

bicamadas concêntricas de lipídeos, que isolam um ou vários compartimentos aquosos 

internos do meio externo (FANG et al., 2006b; FRÉZARD et al., 2005; GREGORIADIS e 

RYMAN, 1972). Podem ser usados como sistema transportador visando direcionar o fármaco 

para a célula alvo e evitar locais indesejáveis onde o fármaco exerça toxicidade com elevada 
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biocompatibilidade. Além disso, são sistemas altamente versáteis, cujo tamanho, 

lamelaridade, superfície, composição lipídica, volume e composição do meio aquoso interno 

podem ser manipulados em função dos requisitos farmacêuticos e farmacológicos (BATISTA 

et al., 2007; FRÉZARD et al., 2005). 

 

 

Figura 7: A. Lipossoma convencional com fármaco solúvel em água (a) encapsulado no interior aquoso, e 

fármaco insolúvel em água (b) encapsulado à bicamada lipídica. B. Lipossoma sítio específico - Imunolipossoma 

com o anticorpo covalentemente ligado (c) aos fosfolipídeos reativos da membrana, ou hidrofobicamente 

ancorados (d) à bicamada. C. Lipossoma de longa circulação ou furtivo com um polímero de proteção (e) como 

o PEG, que protege a superfície do lipossoma da interação com proteínas de opsonização (f). D. Imunolipossoma 

furtivo que pode ter simultaneamente o polímero de proteção e anticorpos fixados à superfície do lipossoma (g) 

ou, preferencialmente, a extremidade distal do polímero (h). E. Lipossoma de nova geração, a superfície pode ser 

modificada (separadamente ou simultaneamente) por diferentes maneiras. Entre essas modificações são: Ligação 

do polímero de proteção (i) ou polímero de proteção e ligante alvo, como um anticorpo (j), incorporação de 

rótulos de diagnóstico (k), incorporação de lipídeos carregados positivamente (l), permitindo a complexação com 

DNA (m), incorporação de lipídeos sensíveis a estímulos (n), ligação de polímeros sensíveis a estímulos (o), 

ligação de peptídeos (p), incorporação de componentes virais (q). Além do fármaco, lipossomas podem ser 

carregados com partículas magnéticas (r) para sensores magnéticos de segmentação e / ou com ouro e partículas 

de prata (s) para microscopia eletrônica (Fonte: TORCHILIN, 2005). 

 

 Os lipossomas convencionais são compostos de fosfolipídeos e colesterol, podendo 

possuir carga negativa ou positiva proveniente de outros fosfolipídeos ou surfactantes para 

evitar a agregação das vesículas, aumentando a estabilidade da dispersão. In vivo, os 

lipossomas convencionais são reconhecidos pelo sistema fagocitário mononuclear, sendo 

então, rapidamente removidos da circulação o que limita sua aplicação a locais específicos, 

mas não inviabiliza a aplicação destes. Os lipossomas sítio-específicos são direcionados por 

possuírem ligantes acoplados em sua superfície, que conferem seletividade para distribuir o 

fármaco encapsulado no sítio de ação desejado. A superfície destes lipossomas é modificada 

permitindo a conjugação com anticorpos e peptídeos. Lipossomas de longa circulação ou 

furtivos possuem revestimento em sua superfície como os polímeros hidrofílicos sintéticos ou 
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naturais, especificamente os polietilenoglicóis (PEG) prevenindo o reconhecimento e 

consequente associação com as opsoninas no plasma, desse modo, reduzindo o processo de 

reconhecimento molecular e a captura pelas células do sistema fagocitário mononuclear 

(LIRA et al., 2009b; BATISTA et al., 2007; TORCHILIN, 2005). 

 Diversos parâmetros físico-químicos são utilizados para a caracterização dos 

lipossomas como a medida do tamanho da vesícula dividindo os lipossomas em GUV (giant 

unilamellar vesicles) – vesículas unilamelares gigantes em escala micrométrica (10-100 μm); 

MLV (Multilamellar large vesicle) – vesículas grandes (0,5-10 μm) em escala micrométrica 

com vários compartimentos aquosos; LUV (Large unillamelar vesicle) – vesícula grande (500 

nm ≈ 1 μm) em escala micrométrica com um único compartimento aquoso; SUV (Small 

unillamelar vesicle) – vesícula em escala nanométrica (20 ≈ 150 nm) com um único 

compartimento aquoso (Figura 8) (BIBI et al., 2011; BATISTA et al., 2007; MAESTRELLI 

et al., 2006). Outro parâmetro importante é o índice de polidispersão (PDI), este é uma 

medida estatística do erro relativo entre o ajuste da curva e os valores experimentais, o que 

caracteriza a homogeneidade das dispersões coloidais. Valores de PDI superiores a 0,7 

indicam que a amostra tem uma distribuição de tamanho muito grande. Portanto, resultados 

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

 

 

Figura 8: Classificação dos lipossomas quanto ao tamanho e número de lamelas, maiores informações no texto 

(Modificado de TORCHILIN, 2005). 

 

Outro parâmetro a ser medido é o potencial zeta que é um bom índice da magnitude de 

interação das forças de repulsão entre as vesículas, é comumente usado para avaliar a 
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estabilidade de uma dispersão. Se as vesículas apresentarem um grande potencial zeta, 

negativo ou positivo, ocorre repulsão e a formulação será estável. Dispersões com baixo 

potencial zeta, a força de repulsão entre as vesículas será baixa, consequentemente ocorrerá 

agregação e instabilidade da dispersão (CADDEO et al., 2008). 

Um dos métodos de preparação dos lipossomas MLV’s é a hidratação do filme 

lipídico (Figura 9). Os lipídeos são primeiramente dissolvidos em solventes orgânicos, 

seguido da evaporação do solvente com consequente formação do filme lipídico. A hidratação 

deste último pode ser efetuada com água ou solução tampão, sobre agitação magnética 

vigorosa, promovendo a formação da dispersão de lipossomas multilamelares (BATISTA et 

al., 2007; LASIC, 1993). Isto ocorre devido à capacidade natural dos fosfolipídeos de formar 

complexos agregados para proteger suas porções hidrofóbicas das moléculas da água, 

mantendo apenas o contato com estas com suas porções hidrofílicas. Quando determinada 

quantidade de energia é fornecida a estes agregados, são obtidas vesículas com bicamadas 

lipídicas (MOZAFARI et al., 2008). O fármaco a ser encapsulado pode ser dissolvido na 

mistura lipídica (lipofílicos) ou incorporado na solução tampão (hidrofílico). A produção de 

SUV’s, obtida por sonicação da dispersão, envolve a entrada de uma grande quantidade de 

energia (Figura 10), a sonda é imersa na dispersão lipossomal, ou indiretamente, a amostra 

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

 

 

Figura 9: Apresentação esquemática dos tipos de sonda: direta onde o sonicador é imerso na dispersão 

lipossomal e indireta onde a dispersão é exposta a um banho de ultrassom (Modificado de LASIC, 1993). 
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Figura 10: Apresentação esquemática da formação de MLV’s pelo método de hidratação do filme lipídico. 

Linhas indicam as camadas de fosfolipídeos. Na parte direita de cada imagem é possível ver o crescimento de 

camadas de fosfolipídeos adjacentes. Setas em 2a e 3b mostram a direção preferencial de migração das 

moléculas lipídicas (Fonte: LASIC, 1993). 

 

Os lipossomas vêm sendo administrados por diversas vias, como oral, parenteral ou 

tópica (MAESTRELLI et al., 2006). Esta última está associada a uma série de modernos 

produtos cosméticos relacionados à nanotecnologia (MÜLLER et al., 2007; GÓMEZ-HENS e 

FERNÁNDEZ-ROMERO, 2006), como hidratantes, produtos capilares e maquiagens. Por 

exemplo, os lipossomas antienvelhecimento baseados em formulações tópicas (cremes, 

loções, 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 são usados em aplicações cosméticas ou transdérmicas com a expectativa de 

que seu uso irá resultar em um aumento da concentração de agentes ativos (vitaminas A, E e 

CoQ10) na epiderme com nenhuma toxicidade aguda ou crônica (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 elásticos 

Surfactantes não iônicos, catiônicos, aniônicos e zwiteriônicos incluindo neste grupo 

sais biliares, como desoxicolato de sódio e o colato de sódio, podem ser utilizados como 

agentes tensoativos na formação de lipossomas, estes são conhecidos como lipossomas 
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elásticos 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 elásticos é a sua elevada adaptabilidade devido a uma bicamada flexível 

permitindo que os mesmos penetrem intactos (Figura 11) pelos espaços entre as células 

(GILLET et al., 2011) ou barreiras permeáveis. Apesar da presença do SDC como 

constituinte, estes lipossomas ainda não foram aplicados na dissolução de gorduras 

subcutâneas. 

Esta elevada adaptabilidade, segundo Gillet et al. (2009), apresenta-se como uma 

vantagem para a utilização destes lipossomas por via tópica, pois uma das principais barreiras 

do organismo é o estrato córneo. Nesta última, há uma melhor liberação do fármaco devido à 

força motriz fornecida pelo gradiente osmótico entre as camadas externa e interna do estrato 

córneo (CEVC e BLUME, 1992). 

 

 

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

lipossoma clássico (azul) não consegue penetrar esta barreira. 

 

2.5.3. Administração de lipossomas por via subcutânea 

O tecido adiposo é um tipo especial de tecido conjuntivo com a presença dos 

adipócitos, este tecido é o maior depósito corporal de energia sob a forma de triglicerídeos. 

Abaixo da derme, em algumas partes do corpo, existe o tecido subcutâneo (Figura 12) ou 

panículo adiposo que possui uma camada variável de tecido adiposo (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004). A via de administração subcutânea (S.C.) é utilizada com frequência 

para fármacos que não irritam o tecido, pois pode ocorrer dor intensa, necrose e descamação 

tecidual. A taxa de absorção de um fármaco por esta via costuma ser suficientemente 

constante e lenta para oferecer um efeito prolongado. Esta via é utilizada para absorção de 

                                                49



fármacos em pellets sob a pele que ocorre lentamente durante semanas ou meses de forma 

eficaz (GOODMAN e GILMAN, 2003). 

Em relação aos lipossomas, a administração pela via S.C. pode apresentar vantagens 

tais como: 1. Propiciar a administração de altas concentrações do fármaco encapsulado, 

comparada à forma livre, sem efeito nocivo; 2. Proteção dos tecidos adjacentes da toxicidade 

de fármacos encasulados (OUSSOREN et al., 1998). A via S.C. já foi bastante estudada e hoje 

se sabe que até mesmo alterações no local de injeção podem provocar efeitos diferentes 

daquele desejado, a anatomia do local também influencia na ação das formulações 

lipossomais (OUSSOREN et al., 1997b). 

O tamanho do lipossoma é o fator mais importante para a permanência do mesmo no 

local de injeção. Apenas pequenos lipossomas (≤ 100 nm) ou neutros parecem entrar nos 

capilares linfáticos do tecido subcutâneo, pois se deslocam através do interstício enquanto que 

lipossomas maiores tendem a permanecer no local da injeção (Figura 13) (DE ARAÚJO et al., 

2003; OUSSOREN e STORM, 2001; OUSSOREN et al., 1997a). Provavelmente ocorre 

devido a um aumento da pressão intersticial no local da injeção provocando a permanência ou 

até mesmo a agregação de lipossomas levando a formação de grandes agregados 

(OUSSOREN e STORM, 2001). 

 

 

Figura 12: Representação esquemática de uma secção transversal da pele humana mostrando as diferentes 

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

 

Também foi observado que lipossomas pequenos parecem obter mais êxito para 

atingirem os linfonodos de acordo com Oussoren et al. (1997a). Os mesmos autores também 
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concluíram que a composição lipídica da bicamada não influencia na absorção linfática com 

uma exceção – lipossomas neutros contendo DPPC que parecem servir de sinal para a 

captação destes pelos macrófagos presentes nos linfonodos (OUSSOREN e STORM, 2001). 

A via S.C. necessita de injeções frequentes para a manutenção dos níveis terapêuticos 

(ANDRADE et al., 2004), desta forma os sistemas de liberação controlada de fármacos 

aparecem como uma alternativa viável para a redução na quantidade de aplicações. A 

concentração de constituintes lipídicos lipossomais influencia na permanência da formulação 

no local de injeção, principalmente na faixa de 10
1
–10

4
 nmol de lipídeos por rato. A 

quantidade de lipídeos recuperados do local de injeção bem como a recuperada nos linfonodos 

aumenta linearmente com a dose administrada (OUSSOREN e STORM, 2001). 

 

Figura 13: Representação esquemática da absorção linfática de lipossomas injetados por via subcutânea. Após 

S.C., lipossomas injetados não tem acesso direto à corrente sanguínea devido à permeabilidade do capilar que é 

restrita a água e pequenas moléculas. Em vez disso, lipossomas podem ser absorvidos pelos capilares linfáticos 

sendo drenados do local de injeção. A absorção linfática depende fortemente do tamanho dos lipossomas. 

Lipossomas pequenos (≤ 100 nm) podem entrar nos capilares linfáticos e se acumulam nos gânglios linfáticos 

regionais. Lipossomas maiores permanecem no local de injeção e lentamente se desestabilizam e se degradam ao 

mesmo tempo liberando o fármaco encapsulado. Com a liberação, o fármaco pode entrar na circulação 

sanguínea. Pequenos fármacos com peso molecular < 16 kDa podem entrar no compartimento sanguíneo 

passando através dos poros das paredes do capilar, as moléculas maiores são transportadas principalmente pelo 

vasos linfáticos (Modificado de OUSSOREN e STORM, 2001). 

                                                51



 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

Esta Tese tem por objetivo o desenvolvimento de métodos analíticos para a 

determinação de sais biliares complexados a ciclodextrinas e, a obtenção de uma formulação 

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

livres e/ou complexados a ciclodextrinas. 

 

3.2. Específicos 

 

 Produzir e caracterizar um complexo de inclusão ciclodextrina-ácido desoxicólico e 

ciclodextrina-ácido ursodesoxicólico; 

 Validar um método simples de detecção dos ácidos desoxicólico e ursodesoxicólico; 

 Obter e caracterizar lipossomas contendo desoxicolato de sódio, quercetina e 

resveratrol livres e/ou complexados a ciclodextrinas; 

 Estudar os efeitos das concentrações dos constituintes lipossomais das formulações 

acima obtidas; 

 Analisar os parâmetros físico-químicos dos lipossomas; 

 Determinar a eficiência de encapsulação de todas as formulações lipossomais; 

 Realizar ensaios de estabilidade acelerada e de longa duração dos lipossomas contendo 

os fármacos encapsulados; 

 Estudar a cinética de liberação in vitro dos fármacos a partir dos lipossomas. 
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a b s t r a c t

The simple and low cost �-cyclodextrin (�-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 × 10−5 mol L−1 and 1.64 × 10−4 mol L−1 for DCA,

1.14 × 10−5 mol L−1 and 3.79 × 10−5 mol L−1 for UDCA, respectively. The developed optical sensor also

showed response linearity, ease of implementation and potential application in fast screening tasks even

out of the laboratory.

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Besides playing an important 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).

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

0009-3084/$ – see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.chemphyslip.2010.11.004
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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 (�-), seven (�-) or eight (�-) glucose residues

linked by �-(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

et al., 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 �-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–�-cyclodextrin were used

to obtain thermodynamic parameters, i.e. the free energy change

(�G), the enthalpy change (�H) and the entropy change

(�S). The usefulness of the obtained data is evidenced in the

subsequent validation of analytical procedures based on the �-

cyclodextrin–phenolphthalein (�-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.

�-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 mmol L−1) (Afkhami et al.,

2006) and 1 mL of �-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−1) 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 × 10−4 mol L−1 phenolphthalein (PHP) and different amounts

of �-cyclodextrin (�-CD), 3.88 × 10−5 up to 6.20 × 10−4 mol L−1, at

25 ◦C. Spectra for DCA analysis were carried out using 4.38 × 10−5

up to 7.0 × 10−4 mol L−1 DCA solutions and �-CD–PHP complex

in the fixed proportion of 6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1. In turn,

for UDCA analysis 1.19 × 10−5 up to 1.9 × 10−4 mol L−1 solutions

of this bile acid were assayed with the �-CD–PHP complex

(3.1 × 10−4:7.75 × 10−5 mol −1).

Temperature effect was assessed in the range from 10 up to 55 ◦C

for the 8.75 × 10−5 up to 1.40 × 10−3 mol L−1 DCA and 2.38 × 10−5

up to 1.9 × 10−4 mol L−1 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 �-CD was examined in the range from

0.11 up to 0.40 using �-CD–PHP – 6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1

for DCA and 3.1 × 10−4:7.75 × 10−5 mol L−1 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 × 10−4 mol L−1 of DCA and 1.9 × 10−4 mol L−1 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

the range 8.3 × 10−6 up to 3.36 × 10−3 mol L−1 for DCA or 8.0 × 10−6

up to 4.0 × 10−4 mol L−1 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 × 10−4 up to 8.4 × 10−4 mol L−1 for the DCA and

from 1.52 × 10−4 up to 2.28 × 10−4 mol L−1 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 × 10−4, 7.0 × 10−4 and 8.4 × 10−4 mol L−1) and UDCA

(1.52 × 10−4, 1.9 × 10−4 and 2.28 × 10−4 mol L−1) 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 CL = 3.3SB/m, where CL, SB, 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 CLQ = 10SB/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 300 mg and excipients (lac-

tose, povidone, crospovidone, magnesium stearate) with the ones

obtained for standardized solutions of DCA (5.6 × 10−4, 7.0 × 10−4
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Fig. 1. Absorption spectrum of phenolphthalein (PHP – 1A) (1.55 × 10−4 mol L−1) at pH 10.5 in different �-cyclodextrin (�-CD) concentrations (3.88 × 10−5

up to 6.20 × 10−4 mol L−1). Determination of (4.38 × 10−5 up to 7.0 × 10−4 mol L−1) deoxycholic acid (DCA – 1B) by the inclusion complex of �-CD–PHP

(6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1) and (1.19 × 10−5 up to 1.9 × 10−4 mol L−1) of ursodeoxycholic acid concentrations (UDCA – 1C) by the inclusion complex of �-CD–PHP

(3.1 × 10−4:7.75 × 10−5 mol L−1).

and 8.4 × 10−4 mol L−1) and UDCA (1.52 × 10−4, 1.9 × 10−4 and

2.28 × 10−4 mol L−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

2 cm × 3.5 cm Bristol-paper strips afterwards soaked for 2 min in

5 mL of 1% (w/v) sodium alginate gel containing the �-CD–PHP

inclusion complex (6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1 for DCA and

3.1 × 10−4:7.75 × 10−5 mol L−1 for UDCA) and finally dried for 24 h

(25 ◦C). Later, 20 �L of DCA (1.68 × 10−3 up to 8.40 × 10−3 mol L−1)

or UDCA (4.56 × 10−4 up to 2.28 × 10−3 mol L−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 �-CD concentrations are shown in Fig. 1A.

Phenolphthalein interacted with the �-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 �-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 �-CD revealed a proportional

decrease of the free PHP up to concentration of 6.2 × 10−4 mol L−1

at pH 10.5 resulting in the ratio of 1:4 for PHP:�-CD. Higher con-

centrations of �-CD did not cause additional observable decrease

in absorbance. However, the addition of bile acids forced the PHP

leaves the cavity of �-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 �-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

�-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 (Kc1:1 bile acid/cyclodextrin) for the

�-CD–PHP, �-CD–DCA and �-CD–UDCA inclusion complexes were

obtained by means of the Benesi–Hildbrand plot (Abdel-Shafi,

2007; Benesi and Hildebrand, 1949) according to Eqs. (1) and (2):

PHP + �-CD � �-CD–PHP, Kc = [�-CD–PHP]

[PHP][�-CD]
(1)

Fig. 2. Temperature effect (10–55 ◦C) on the phenolphthalein (PHP); �-CD–PHP

inclusion complex (6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1) formation and complex interac-

tion with deoxycholic (DCA – 7.0 × 10−4 mol L−1) and ursodeoxycholic acids (UDCA

– 1.9 × 10−4 mol L−1).
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Table 1
Equilibrium constants (Kc) of the inclusion complexes: �-cyclodextrin–phenolphthalein (�-CD–PHP) without or with the deoxycholic acid (DCA) or ursodeoxycholic acid

(UDCA) at different temperatures and the thermodynamic parameters.

Inclusion complexes T Kc �G �H �S

(K) (×104 L mol−1) (kJ mol−1) (kJ mol−1) (J mol−1 K−1)

�-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(±0.07) −2.5(±0.2) – –

328 0.93(±0.04) −2.5(±0.1) – –

�-CD–DCA 298 2.60(±0.01) −2.53(±0.01) −10(±1) 50(±5)

308 2.39(±0.01) −2.59(±0.01) – –

318 2.12(±0.01) −2.64(±0.01) – –

328 1.77(±0.01) −2.68(±0.01) – –

�-CD–UDCA 298 2.81(±0.01) −2.55(±0.01) −13(±1) 43(±3)

308 2.43(±0.01) −2.59(±0.01) – –

318 2.13(±0.01) −2.64(±0.01) – –

328 1.76(±0.01) −2.67(±0.01) – –

1

A − A0
= 1

a
+ 1

aKc[�-CD0]
(2)

where A and A0 are the absorbances of PHP in the presence and

absence of �-CD, respectively, a is a constant related to the molar

absorption coefficient changes, and [�-CD0] is the initial concen-

tration of �-CD. Yuexian et al. (2005) described the competitive

complexation equilibrium constant (Kc1:1) between amino acid and

methyl orange that can be applied for Kc determination between

DCA or UDCA with �-CD by Eqs. (3)–(6):

DCA + �-CD � �-CD–DCA, Kc-DCA = [�-CD–DCA]

[DCA][�-CD]
(3)

UDCA + �-CD � �-CD–UDCA, Kc-UDCA = [�-CD–UDCA]

[UDCA][�-CD]
(4)

KcBA = [�-CD0] − [CD]

[CD]([BA]0 − [�-CD0] + [CD])
(5)

where [BA]0 represented the initial concentration bile acid. KcBA

represented the equilibrium constant of bile acid–�-CD, [CD] was

the uncomplexing �-CD concentration when bile acid, PHP and �-

CD coexisted in solution and it was related to the absorbance variety

of phenolphthalein in solution. [CD] could be obtained from:

[CD] = EPHP − E

Kc(E − E�-CD–PHP)
(6)

where EPHP and E�-CD–PHP 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 �-CD coexisted (Yuexian et al., 2005). For the selected wave-

length of 553 nm the corresponding molar absorptivity �-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 (Kc1:1 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 (Kc1:1). The ln K values were plotted as

a function of the inverse temperature to give a linear relationship.

Then, the apparent enthalpy (�H) and entropy (�S) changes were

obtained from the slope and the intercept of the curve (Del Valle,

2004; Wang et al., 2007; Yuexian et al., 2005).

ln K = −�H

RT
+ �S

R
(7)

Apparent free energy change (�G) was obtained according to

the Eq. (8):

�G = −RT ln K (8)

The Van’t Hoff plots were linear and exhibited large negative �H

and positive �S 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 �-CD–PHP

inclusion complex. These results suggested that the inclusion pro-

cesses of DCA and UDCA into the �-CD cavity were more favourable

and spontaneous than that of PHP. In all cases �G 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 �H.

Either negative or slightly positive �S 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 �-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 �-CD. Due to the lower concentration of PHP and the

neutral molecule �-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 �-CD molecules, which shields the interaction between �-CD

molecule and PHP molecule and leads to decrease of the absorbance

inclusion complex.

The study of the �-CD–PHP inclusion complex as kit reagent

showed that it was stable for bile acids determination up to 12 days.

A loss 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 8.30 × 10−6–1.68 × 10−3 mol L−1

ABS = −0.0069(±0.0091) + 870.0373(±12.4216)DCAmol/L

8.00 × 10−6–2.28 × 10−3 mol L−1

ABS0.5 = 0.0699(±0.011) + 4506.688(±77.1179)UDCAmol/L

Correlation coefficient 0.99919 0.99898

Robustnessa

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)

a %Mean ± %R.S.D.

Table 3
Accuracy of the kit reagent (�-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 (ki) of the kit reagent was obtained by:

ln A = ln A0 − kit (9)

where A0 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:

t1/2 = ln 2

ki
(10)

The inactivation constants (ki) of the kit reagent were of

1.01 × 10−2 day−1 for DCA and 2.35 × 10−3 day−1 for UDCA deter-

minations. The half-life (t1/2) 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 10−9 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 × 10−4, 7.0 × 10−4 and 8.4 × 10−4 mol L−1 and UDCA –

1.52 × 10−4, 1.9 × 10−4 and 2.28 × 10−4 mol 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

Fig. 3. Standard curve of the optical chemical sensor for deoxycholic and ursodeoxycholic acids (�-CD–PHP – 6.2 × 10−4:1.55 × 10−4 mol L−1 for DCA and

3.1 × 10−4:7.75 × 10−5 mol L−1 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 × 10−5 mol L−1 for DCA

and 1.14 × 10−5 mol L−1 for UDCA, respectively. The correspond-

ing limits of quantification were of 1.64 × 10−4 mol L−1 and

3.79 × 10−5 mol L−1.

3.3. Optical chemical sensor for bile acids

The results obtained concerning robustness of �-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 �-

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 (±32) DCAmol/L −0.8

(±0.2) with a correlation coefficient of 0.9994 and UDCA with the

corresponding equation RGB = 5671 (±229) UDCAmol/L +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 �-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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PRODUTO NA FORMA DE KIT REAGENTE PARA MOLÉCULAS LIPOFÍLICAS 

 

RELATÓRIO DESCRITIVO 

 

Campo da Invenção 5 

A presente invenção contempla um kit reagente para moléculas lipofílicas, 

contendo como componente ativo o complexo de inclusão ciclodextrina - indicador 

estabilizado em solução tampão.  

 

Antecedentes da Invenção 10 

Os métodos usados para dosar moléculas lipofílicas como os ácidos biliares em 

preparações farmacêuticas e cosméticas comerciais são onerosos, sofisticados e 

envolvem etapas complexas de extração dos mesmos, dificultando o trabalho de 

órgãos de fiscalização, por exemplo, FDA e ANVISA que precisam esperar os resultados 

das análises para autuar o estabelecimento ou a indústria. 15 

O kit reagente desta invenção torna mais simples, rápida e econômica a 

dosagem de ácidos biliares, podendo ser usado “in loco”, o que facilita o trabalho dos 

órgãos de fiscalização. 

Algumas invenções buscaram o uso de complexos de inclusão com 

ciclodextrinas para aumentar a solubilidade de fármacos hidrofóbicos em água e 20 

melhorar a absorção dos mesmos pelos sistemas biológicos e conseqüentemente a sua 

atividade farmacológica ou para a liberação controlada do princípio ativo da 

formulação farmacêutica. A patente PCT WO 2004/017897 A2 (2004) descreve uma 

formulação aquosa de aripiprazol usado como antipsicótico na terapêutica de 

esquizofrenia, que foi obtida na forma de complexo de inclusão com -ciclodextrina 25 

substituída para reduzir a irritação local causada pela injeção intramuscular deste 

fármaco. Uma aplicação amplamente utilizada de complexos de inclusão com 

ciclodextrinas é em formulações farmacêuticas para facilitar a solubilidade em água de 
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princípios ativos lipofílicos reduzindo seus efeitos indesejáveis, o que não acontece em 

relação ao uso de complexos de inclusão para dosagem de moléculas lipofílicas 

contidas nas formulações farmacêuticas e cosméticas. Quando utilizados, os 

componentes para formação do complexo são colocados simultaneamente com a 

molécula lipofílica a ser analisada como descrito por Afkhami et al. (2006) e Glazyrin et 5 

al. (2004). 

Outras patentes, como PCT 00610134.9 de 2000 descreve um complexo de 

inclusão entre -ciclodextrina ou -ciclodextrina e drospirenona, usado na menopausa 

e como contraceptivo, para aumentar a solubilidade em água pura ou com álcool para 

estabilizar a mistura farmacêutica, mas não usa tampão para estabilizar o complexo 10 

reduzindo os efeitos de umidade, temperatura e quantidade de água, condições 

experimentais relatadas pelo autor. 

Não muito diferente das citadas acima, a patente PCT WO 98/42382 (1998) 

também descreve o uso preferencial de derivados de -ciclodextrina para solubilização 

em água de fluoxetina e nor-fluoxetina usados como antidepressivos. O complexo foi 15 

preparado utilizando água ou uma mistura de água e um solvente orgânico hidrofílico. 

Que nestas condições, o complexo de inclusão formado pode sofrer efeitos de 

umidade, temperatura, luz, dentre outros, alterando a quantidade de fármaco na 

forma de complexo de inclusão desde que o mesmo está em equilíbrio dinâmico. 

Entretanto, não foram encontrados registros de patentes sobre a aplicação de 20 

complexos de inclusão com ciclodextrinas como reagente ativo de kits para dosagem 

de moléculas lipofílicas. 

Alguns trabalhos científicos citam a formação do complexo de inclusão beta-

ciclodextrina-fenolftaleína para determinar a concentração de fluoxetina, mas esse 

complexo é formado instantaneamente por competitividade com o ácido biliar no 25 

próprio sistema de reação e a mistura é colocada imediatamente no 

espectrofotômetro para leitura da absorbância (Afkhami et al., 2006; Glazyrin et al., 

2004). O pH das soluções de complexos de inclusão citados são ajustados com ácidos, 
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bases e alguns poucos usam solução tampão para ajustar o pH não para estabilizar o 

complexo. 

Até o presente momento não foi registrada nem pensada a possibilidade de ter 

uma solução estável de complexos de inclusão -ciclodextrina – indicador, que na 

presente invenção foi preparada a solução -ciclodextrina- fenolftaleína, que possa ser 5 

guardada para usos posteriores. Os complexos de inclusão sempre foram produzidos 

“in situ” de forma instantânea e competitiva com a molécula a ser analisada e o 

indicador, como método indireto de análise de moléculas hidrofóbicas. 

A patente JP 63256679 (A2), por exemplo, descreve a preparação de um sensor 

fluorescente no qual ocorre na superfície uma reação de ciclodextrinas ou seus 10 

derivados com grupos reativos de uma matriz polimérica, formando uma camada 

hidrofílica sobre a superfície hidrofóbica do filme. 

Alguns trabalhos científicos reportam a aplicação de ciclodextrinas como 

eletrodos modificados de pasta de carbono para detecção de fenol (Favero et al., 

2004; Tingry et al., 2006). Tem sido publicado também o uso de complexo de inclusão 15 

-ciclodextrina- tetrametilbenzidina e ferroceno como parte ativa de um biossensor 

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

Em função da demanda existente, a presente invenção resolve as atuais 

limitações do estado da técnica permitindo a formação de um complexo de inclusão 

ciclodextrina-indicador estabilizado em solução tampão que pode ser armazenado e 20 

usado para detectar e medir a concentração de moléculas lipofílicas presentes em 

preparações comerciais ou complexos de inclusão entre ciclodextrinas e 

medicamentos lipofílicos estabilizados em solução tampão em vez de água e co-

solventes, prolongando o prazo de validade do medicamento. 

 25 

Descrição da Invenção 

Kit reagente contendo como componente ativo o complexo de inclusão de 

ciclodextrina-indicador em solução tampão para manter o pH específico para o 
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indicador utilizado e estabilizar o complexo de inclusão. A solução do kit reagente foi 

homogeneizada por agitação preferencialmente vigorosa após a adição de cada 

componente da mistura. A solução do kit reagente resultante, conservada em vidro 

escuro à temperatura ambiente, mantém 100% de suas características químicas e 

físico-químicas durante 60 dias e apresentou um tempo de meia-vida de 9-10 meses. A 5 

faixa de detecção dos ácidos biliares, usando a solução do kit reagente é bem definida.  

Não há interferências dos excipientes contidos nas formulações farmacêuticas 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 descrições da invenção, em algumas de suas modalidades 10 

preferidas, em relação às figuras 1, 2 e 3.   

1. Esquema do complexo de inclusão formado entre a ciclodextrina e indicador, 

no qual ciclodextrina (CD) a qual é misturada com o indicador (I) na presença 

de solução tampão (T), como mostra a figura 1; 

2. Esquema da molécula lipofílica deslocando o indicador da cavidade da 15 

ciclodextrina no qual o complexo de inclusão ciclodextrina-indicador (CDI) em 

solução tampão (T) é misturado à amostra (A) que é uma molécula lipofílica a 

qual forma o complexo de inclusão (CDA); 

3. Esquema do sistema de dosagem de moléculas hidrofóbicas com a solução do 

kit reagente o qual é composto por um dispositivo que contém módulo de 20 

análise (DA); módulo de leitura de resultados (LR) e módulo de transmissão 

(MT), o qual está conectado a um servidor a distancia com módulo de 

transmissão;  

Uma modalidade preferida, conforme descrito na figura 1, descreve a 

preparação do complexo de inclusão entre a ciclodextrina e a molécula lipofílica do 25 

indicador em solução tampão no pH específico para o indicador utilizado, sob agitação 

preferencialmente vigorosa à temperatura ambiente. 

Na presente invenção, preferimos formular o complexo de inclusão entre a -

ciclodextrina e a fenolftaleína como indicador em tampão bicarbonato, que não só 

                                                84



5 / 6 
 

manteve o pH alcalino ideal para o indicador usado, como também funcionou como 

estabilizador do complexo de inclusão, requerido para a construção do kit reagente.  

A fenolftaleína em solução tampão no pH alcalino apresenta cor de róseo a 

vermelho, mas ao formar o complexo de inclusão com a ciclodextrina (-ciclodextrina-

fenolftaleína), a solução fica incolor devido à entrada da fenolftaleína na cavidade 5 

lipofílica da molécula de ciclodextrina. 

A segunda modalidade é representada na figura 2 que mostra a formação 

competitiva do complexo de inclusão entre a ciclodextrina e a molécula lipofílica 

contida na amostra, ocorrendo a substituição do indicador pela molécula lipofílica da 

amostra na cavidade da ciclodextrina, provocando a mudança de coloração devido ao 10 

pH da solução tampão na parte externa da molécula de ciclodextrina. 

Para esta invenção, as moléculas lipofílicas utilizadas como amostras foram os 

ácidos biliares (ácidos desoxicólico e ursodesoxicólico), os quais foram colocados em 

contato com a solução do kit reagente (complexo de inclusão -ciclodextrina-

fenolftaleína), em tampão carbonato de sódio a pH 10,5. A substituição da 15 

fenolftaleína da cavidade da molécula de -ciclodextrina pelos ácidos biliares, 

formando os complexos de inclusão ·-ciclodextrina-ácidos desoxicólico e/ou -

ciclodextrina-ácido ursodesoxicólico, fez com que a solução tamponada do kit reagente 

passasse de incolor para róseo, cuja intensidade foi proporcional a concentração 

desses ácidos biliares adicionadas a solução do kit reagente. Os testes comprovaram 20 

que os ácidos biliares testados podem ser mensurados numa faixa de linearidade bem 

definida de 6,1x10-6 a 3,1x10-3 mol/L. 

Na referida invenção, também foi testado o alcalóide cafeína como molécula 

lipofílica e como reagente ativo o complexo de inclusão -ciclodextrina-vermelho de 

metila em tampão carbonato de sódio a pH 10,5. A substituição do indicador vermelho 25 

de metila da cavidade da molécula de -ciclodextrina pela cafeína formou por 

competividade complexo de inclusão -ciclodextrina-cafeína, causando mudança de 

coloração do meio reagente em tons de vermelho, cuja intensidade foi proporcional a 

concentração desse alcaloide adicionado a solução 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, transmissão e recepção de sinais digitais e análise de resultados é utilizado 

para determinar a concentração de moléculas lipofílicas nas amostras testadas 5 

comparando a intensidade de coloração produzida pela amostra à coloração produzida 

por um padrão de concentração conhecida e um branco, cuja amostra foi substituída 

por água ou tampão. O leitor é composto de um transmissor (3G, ou outros) que 

transmite e recebe resultados de análises de um servidor à distância, permitindo que a 

análise seja realizada “in loco”, facilitando à fiscalização ou a assistência das entidades 10 

competentes nas situações a longa distância. 
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. Método para estabilizar o complexo de inclusão ciclodextrina-indicador 

utilizando solução tampão para manter o pH específico de cada indicador e 

estabilizar o complexo de inclusão. 5 

2. Método como descrito na reivindicação 1, onde a ciclodextrina é -

ciclodextrina.  

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

fenolftaleína. 

4. Método como descrito na reivindicação 1, onde o complexo de inclusão 10 

-ciclodextrina-fenolftaleína (-CD-PHP) é preparado em solução tampão 

carbonato para manter o pH alcalino. 

5. Produto na forma de kit reagente para dosagem de moléculas lipofílicas 

caracterizado por ser composto de uma solução de complexo de inclusão 

ciclodextrina-indicador estabilizada como descrito na reivindicação 1. 15 

6. Produto conforme a reivindicação 5, no qual as moléculas lipofílicas são 

ácidos biliares como ácidos desoxicólico e ursodesoxicólico. 

7. Produto conforme a reivindicação 5, no qual as moléculas lipofílicas são 

alcalóides como cafeína, nicotina, dentre outros. 

8. Método de preparação do gel reagente para moléculas lipofílicas 20 

caracterizado por colocar a solução de complexo de inclusão ciclodextrina-

indicador estabilizada pelo método descrito na reivindicação 1 dentro de uma 

matriz polimérica. 

9. Método como descrito na reivindicação 8, onde a solução reagente 

estabilizada é composta pelo complexo de inclusão -ciclodextrina-25 

fenolftaleína (-CD-PHP) preparada em solução tampão carbonato para manter 

o pH alcalino. 
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10. Método como descrito na reivindicação 8, onde a matriz polimérica é 

alginato. 

11. Método de preparação das fitas reagentes para moléculas lipofílicas 

caracterizado por colocar gel de complexo de inclusão ciclodextrina-indicador 

estabilizado pelo método descrito na reivindicação 8 sobre uma superfície 5 

sólida. 

12. Método como descrito na reivindicação 11, onde o gel é composto pelo 

complexo de inclusão -ciclodextrina-fenolftaleína (-CD-PHP) em tampão 

carbonato e alginato. 

13. Método como descrito na reivindicação 11, onde a superfície sólida é 10 

uma fita de papel tipo cartolina. 

14. Método como descrito na reivindicação 11, onde a superfície sólida é 

uma fita de papel com cobertura composta por polímeros hidrofóbicos com 

poços de amostragem. 

15. Processo de utilização de fitas reagentes descritas na reivindicação 11 15 

como sensor ótico para dosagem de moléculas lipofílicas. 

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

lipofílicas são ácidos biliares, ácidos desoxicólico e ursodesoxicólico. 

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

lipofílicas são cafeína, nicotina, dentre outras. 20 

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

contem poços para controle, padrão e amostras. 

19. Dispositivo de leitura, transmissão e análise de dosagem de moléculas 

lipofílicas caracterizado por ser um módulo de leitura (scan, por exemplo), um 

módulo de transmissão e recepção de sinais digitais e um módulo de análise 25 

que pode ser colocado à distância dos dois primeiros. 
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DISPOSITIVO (RESUMO) 

 

 

A presente invenção refere-se a um produto na forma de kit reagente para 

dosagem de moléculas lipofílicas que contém complexo de inclusão entre ciclodextrina 5 

e indicador como componente ativo, estabilizado em solução tampão. Kit reagente 

que pode ser usado em laboratórios de controle de qualidade de formulações 

comerciais que contém moléculas lipofílicas, análise “in loco” de produtos comerciais 

ou análises a longa distância para controle de qualidade ou fiscalização de produtos 

comerciais, ou mesmo para monitoramento de pacientes, uma vez que a presente 10 

invenção pode ser usada em diferentes modalidades, tais como sensor óptico que 

pode ser analisado por dispositivos de análise, leitura e transmissão, o que facilita o 

trabalho de órgãos de fiscalização ou laboratórios de controle de qualidade de 

produtos comerciais. 
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Figura 3  
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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 bcl-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 Sirt1, 

reducing lipid accumulation by the repression of PPARγ 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]. Cevc 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-β-cyclodextrin (HPβ-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 µg/ml) and RES (0.02 – 20 

µg/ml) standard curves, respectively. The dissolution constant was calculated from the 

cumulative amount of dissolved drug (μg) 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 HPβ-CD 

Drug inclusion complexes with hydroxypropyl-β-cyclodextrin (SDC:HPβ-CD; 

RES:HPβ-CD and QUE:HPβ-βCD) 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 ÄKTA 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 C18 column (125 Å, 3.9 x 

300 mn i.d. particle 5 µm, Bondapack®) with 50 µl 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 µg/ml and 1 to 50 

µg/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:HPβ-CD,  RES:HPβ-CD or QUE:HPβ-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 CHCl3: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:HPβ-CD, RES:HPβ-

CD and QUE:HPβ-βCD were placed in the AP during the lipid film redispersion. 

 

2.2.5. Experimental designs 

At first, a two-level 25−1 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 HPβ-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 (ζ mV) and drug encapsulation efficiency (EE%) of 

liposomes were used as the response variables of the design study. Next, a two-level 23 

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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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 h at 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: 

][
][][%

ugmeasuredDr
ugunloadedDrugmeasuredDrEE −

=      (1) 

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

as: 

  )%%(
2
1% RESEEQUEEEEE +=       (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 (ζ 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 µl) 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 µg/ml) with respect to its 

solubility in water (0.3 µg/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 µg/ml in water and 4.3 

µg/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 HPβ-CD 

The Kc1:1 of SDC:HPβ-CD was 2.12 x 104 M-1 . The Kc1:1 of QUE:HPβ-CD and 

RES:HPβ-CD inclusion complexes were previously determined with values of 1.42 × 

103 M-1 and 1.82 × 103 M-1, respectively [22, 23]. 

 

3.3. HPLC validation method for determining QUE and RES in elastic liposomes 
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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: [QUEµg/ml] = 3.86 (± 0.17) × A –13.31 (± 

7.93) and [RESµg/ml] = 23.31 (± 0.33) × 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 ×10-6 for RES, 

respectively. The limits of detection were 0.78 µg/ml for QUE and 0.13 µg/ml for RES, 

respectively. The corresponding limits of quantification were 2.59 and 0.43 µg/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 25−1 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 

23 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 μM 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 

Page 14 of 32

                                                107



For Peer Review

15 
�

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:HPβ-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:HPβ-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 23 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 HPγCD 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 23 experimental design was developed with the aim of 

Page 16 of 32

                                                109



For Peer Review

17 
�

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 μM) than the formulations reported in the 

literature (100 μM). Yang et al. [2] studied the combined effects of QUE and RES 

treatment (both at 100 μM) 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 μM) associated with genistein (50 μM) 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 μM). 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 HPβ-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 

ζ – Zeta potential; 

HPβ-CD – 2-Hydroxypropyl-beta-cyclodextrin. 
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Capítulo 5 
Produto nanotecnológico de uma formulação 

lipossomal elástica para o tratamento da obesidade, 

lipoma, lipodistrofia e gorduras subcutâneas  
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PRODUTO NANOTECNOLÓGICO DE UMA FORMULAÇÃO LIPOSSOMAL ELÁSTICA PARA 

O TRATAMENTO DA OBESIDADE, LIPOMA, LIPODISTROFIA E GORDURAS SUBCUTÂNEAS 

 

RELATÓRIO DESCRITIVO 

 5 

Campo da Invenção 

A presente invenção contempla formulações de lipossomas elásticos em escala 

nanométrica contendo como componentes ativos combinados o desoxicolato de sódio, 

quercetina e resveratrol e/ou seus complexos de inclusão com ciclodextrinas 

estabilizados em solução tampão para o tratamento de obesidade, lipoma, 10 

lipodistrofia e gorduras subcutâneas por via injetável sem a necessidade de remoção 

posterior desta gordura. Adicionalmente, esta invenção também apresenta métodos 

para a preparação destas formulações. 

 

Antecedentes da Invenção 15 

O acúmulo de gordura subcutânea pode ocasionar problemas tanto de ordem 

clínica quanto estética. Atualmente, existem diversos tratamentos disponíveis, mas 

normalmente envolvem métodos cirúrgicos bastante invasivos ou tratamentos com 

uma série de efeitos colaterais. Diante do exposto, a presente invenção propõe um 

produto inovador para a dissolução de gordura subcutânea com o efeito sinérgico de 2  20 

fármacos ou mais fármacos, cujas atividades podem ser potencializadas pela presença 

do desoxicolato de sódio, o que evita a necessidade de posterior remoção desta 

gordura. 

Várias doenças envolvem o acúmulo de gordura subcutânea, dentre elas a 

principal é a obesidade por ser um sério problema de saúde pública e também por 25 

estar implicada em uma série de doenças tais como a diabetes tipo II, hipertensão, 

doenças coronarianas e câncer, sendo esta caracterizada pelo aumento do tecido 

adiposo (YANG et al. 2008). Lipomas são neoplasias de células adiposas maduras 
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ocasionadas pelo acúmulo de tecido gorduroso que pode se estender por via 

intramuscular, normalmente são removidos de forma cirúrgica (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 acúmulo anormal de 

gordura subcutânea (Avram et al. 2005). Finalmente, a gordura subcutânea pode 5 

apresentar-se como um problema estético de forma que diversos tratamentos são 

utilizados para a sua redução e/ou remoção. Dentre eles a lipoaspiração e a cirurgia 

clássica demandam grande tempo de recuperação, métodos invasivos podendo 

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

Diante do exposto acima, um tratamento bastante usado na dissolução de 10 

gorduras subcutâneas é a utilização do desoxicolato de sódio, este é um dos 

componentes da injeção de fosfatidilcolina já patenteada (PI 04189639A, 

WO2008008468A2, WO2008066775A2) e do Lipostabil®. Inicialmente, o princípio ativo 

desta formulação era atribuído a fosfatidilcolina, mas Rotunda et al. (2004) observou 

que o desoxicolato de sódio administrado isoladamente possuía o mesmo efeito que a 15 

primeira. Este método utilizando injeções para a dissolução de gorduras subcutâneas 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 remoção de celulite (BRYANT, 2004). 

Certas patentes e artigos científicos apresentam a utilização do desoxicolato de 20 

sódio e/ou LIpostabil® para o tratamento de lipomas, lipodistrofia, obesidade e 

gorduras subcutâneas, mas estas formulações apresentam sérios efeitos colaterais 

como edema, eritema, dor, ardor ou sensibilidade no local de aplicação. Estas também 

não se apresentam na forma de lipossomas, ou como complexos de inclusão com 

ciclodextrinas, nem combinadas com flavonoides o que poderia reduzir estes efeitos 25 

colaterais. 

O artigo científico publicado por Rittes et al. (2001) apresenta o uso da injeção 

de fosfatidilcolina (250 mg/5mL) para a dissolução de bolsas de gordura periorbitais 

sendo a pioneira neste tipo de tratamento com posterior uso da injeção de 

fosfatidilcolina (250mg/ 5mL) no tratamento de gordura subcutânea. 30 
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Os artigos científicos publicados por Rotunda et al. (2004) e Bechara et al (2006 

e 2007) demonstram a utilização do Lipostabil® e do desoxicolato de sódio 

(Fosfatidilcolina 5%, desoxicolato de sódio 4,75%, álcool benzílico 0,9%, água 100mL) 

para o tratamento de lipomas onde houve uma redução de mais de 75% na área 

tratada, mas também observou-se uma série de efeitos colaterais como edema, 5 

coceira, eritema e queimaduras. 

O artigo científico publicado por Salti et al. (2008) relata a administração de 

injeções subcutâneas de fosfatidilcolina/desoxicolato de sódio em 37 pacientes do 

sexo feminino portadoras de lipodistrofia onde observou-se uma redução de 91,9% da 

gordura local, mas também observou-se uma série de efeitos colaterais como dor 10 

durante a injeção, eritema, queimaduras, edema, coceira no local da injeção, tontura, 

mal estar e diarreia. 

O artigo científico publicado por Rotunda et al. (2004) descreve uma 

formulação mais simples que o Lipostabil® para o tratamento de gordura subcutânea 

com a seguinte composição: Fosfatidilcolina (5% p/v), desoxicolato de sódio (4,75% 15 

p/v), álcool benzílico (0,9% p/v) e água (100 mL). 

A patente PCT WO 2005/117900 A1 (2005) descreve a composição e método 

para a remoção não cirúrgica de gordura subcutânea utilizando detergentes 

farmacologicamente ativos. A formulação é composta de desoxicolato de sódio e 

fosfatidilcolina com injeção diretamente no local de tratamento sem a necessidade de 20 

remoção posterior da gordura. 

A patente PCT WO 2006/007675 A1 (2006) descreve a composição de uma 

formulação usando agentes tensoativos (0,5-10%) como o ácido cólico e o ácido 

desoxicólico, álcool benzílico 0,3-1%, co-solvente tais como o glicol e o sorbitol (5-10%) 

e sua ação sobre a gordura subcutânea e flacidez da pele. 25 

O artigo científico publicado por SCHULLER-PETROVIC et al. (2008) apresenta 

uma formulação baseada no medicamento Lipostabil®, este último utilizado para o 

tratamento de embolia gordurosa, para a dissolução de gordura subcutânea com a 

seguinte composição Fosfatidilcolina, (46,5 mg), Desoxicolato de sódio (25,3 mg), 
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Álcool benzílico (9 mg), Cloreto de sódio (3,6 mg), Hidróxido de sódio (2,53 mg), DL-α-

Tocoferol (0,15 mg), Álcool etílico (3 mg) e Água (907,8 mg). 

As patentes PCT WO 2008/008468 A2 (2008) e PCT WO 2008/066775 A2 (2008) 

descrevem composição, método e aparato para o tratamento de gordura subcutânea 

ou outras alterações do tecido adiposo que afetam a aparência da camada de pele 5 

sobrejacente propondo diversas combinações de concentrações entre fosfatidilcolina e 

desoxicolato de sódio, este último variando entre 22 e 42 mg/mL. 

As ciclodextrinas podem estabilizar soluções supersaturadas de fármacos 

aumentando a solubilidade. Esta também aumenta a taxa de dissolução e 

consequentemente a biodisponibilidade de fármacos. Ciclodextrinas são formadas de 10 

oligossacarídeos cíclicos consistindo de 6 (α-ciclodextrina), 7 (β-ciclodextrina), 8 (γ-

ciclodextrina) ou mais unidades de glicose unidas por ligações α-(1,4) (LOFTSSON E 

DUCHÊNE, 2007). Em solução aquosa possuem uma estrutura cilíndrica com exterior 

hidrofílico e interior hidrofóbico capaz de formar complexos de inclusão com uma 

grande variedade de moléculas dentro de sua cavidade hidrofóbica, tais como 15 

fármacos, indicadores, pequenos ânions, ácidos carboxílicos, álcoois (TAWARAH e 

KHOURI, 2000). Estas moléculas ficam ligadas por forças intermoleculares não 

covalentes (DEL VALLE, 2004; BREWSTER e LOFTSSON, 2007). A literatura não 

apresenta formulações baseadas em desoxicolato de sódio complexado a 

ciclodextrinas para a dissolução de gorduras subcutâneas. 20 

A patente US 20070071706 (2007) descreve formulações farmacêuticas para o 

tratamento de gordura subcutânea onde o autor propõe a utilização do desoxicolato 

como agente emulsificante e a ciclodextrina como agente para aumentar a 

permeabilidade de outros fármacos. Esta formulação não utiliza o complexo de 

inclusão desoxicolato de sódio/ciclodextrina, nem faz menção à utilização destes por 25 

via injetável. 

Neste contexto, os lipossomas, um dos sistemas de liberação controlada de 

fármacos mais utilizados, podem ser caracterizados como vesículas esféricas 

constituídas de uma ou mais bicamadas concêntricas de lipídeos, que isolam um ou 
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vários compartimentos aquosos internos do meio externo podendo proteger o 

fármaco da luz e da degradação por outros processos. Podem ser usados como sistema 

transportador visando direcionar o fármaco para a célula alvo e evitar locais 

indesejáveis onde o fármaco exerça toxicidade. Estes podem se apresentar em escala 

nanométrica, uma área interdisciplinar de pesquisa e desenvolvimento que envolve a 5 

manufatura, processamento e aplicação de substâncias ou dispositivos que possuem 

uma ou mais dimensões em escala nanométrica (TORCHILIN, 2005; MOZAFARI et al. 

2008).  

Uma grande vantagem dos lipossomas em escala nanométrica, com relação a 

outros sistemas transportadores de fármacos, é a sua elevada biocompatibilidade, 10 

especialmente, quando estes são formados de lipídeos pertencentes à família de 

lipídeos naturais. Além disso, são sistemas altamente versáteis, cujo tamanho, 

lamelaridade, superfície, composição lipídica, volume e composição do meio aquoso 

interno podem ser manipulados em função dos requisitos farmacêuticos e 

farmacológicos (BATISTA et al., 2007; FANG et al., 2006; FRÉZARD et al., 2005). 15 

O desoxicolato de sódio pode ser utilizado como tensoativo aniônico na 

formação de lipossomas, estes são conhecidos como lipossomas elásticos ou 

transferossomas®, mas estas formulações nunca foram usadas na dissolução de 

gorduras, nem possuem fármacos encapsulados com esta aplicação, o desoxicolato de 

sódio também não se apresenta na forma complexada com ciclodextrinas. A principal 20 

vantagem dos lipossomas elásticos é a sua deformabilidade e maior penetração no 

estrato córneo. Certas patentes e artigos científicos descrevem o processo de 

produção destas vesículas. 

A patente PCT WO 2011/022707A1 descreve formulações lipossomais 

compostas de um ou mais fosfolipídeos e um ou mais tensoativos não iônicos para o 25 

tratamento de desordens no metabolismo de ácidos graxos, hipertrigliceridemia e 

hipercolesterolemia. Esta patente caracteriza-se com transferossomas®, mas não 

possui o desoxicolato de sódio em sua composição. 
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 O artigo científico publicado por Gillet et al. (2009) descreve o processo de 

preparação de lipossomas contendo a betametasona, um anti-inflamatório, 

encapsulada em lipossomas elásticos cujo tensoativo é o desoxicolato de sódio na 

proporção de 13% (m/m) para aplicação tópica. Este artigo demonstra que é possível 

produzir lipossomas contendo o desoxicolato de sódio encapsulado, mas não 5 

apresenta seu uso com ciclodextrinas. 

A patente US 6150500 (2000) descreve uma preparação para a aplicação de 

agentes terapêuticos dotados de estruturas de membrana, consistindo de 

transferossomas® em escala nanométrica ou micrométrica contendo fosfolipídeos 

(0,1-30%) e tensoativos na proporção de 5:5:1 até 1:500 para atravessar barreiras 10 

naturais tais como a pele, o que não inclui aplicações por via subcutânea injetável. O 

autor sugere a incorporação de insulina nestes transferossomas® como aplicação. 

Recentemente descobriu-se que flavonoides como a quercetina, resveratrol e 

genisteína possuem ação apoptótica e antiadipogênica em tecido adiposo. Estes 

flavonoides não podem ser aplicados diretamente in vivo, pois são rapidamente 15 

metabolizados em mais de 90%, e possuem baixa estabilidade, sendo necessário a sua 

proteção pela incorporação em sistemas de liberação controlada de fármacos. 

Alguns trabalhos científicos demonstraram a aplicação combinada dos 

flavonoides em questão, tais como o de Yang et al. (2008), que estudou os efeitos de 

quercetina (100 μM) e resveratrol (100 μM) combinados em linhagens de células 3T3-20 

L1 e observou um decréscimo na acumulação de lipídeos de 73,5 ± 0,9% e aumento na 

apoptose de  310,3 ± 9,6% maior que a utilização destes compostos isoladamente. Park 

et al. (2008) também estudou os efeitos combinados de quercetina (100 μM), 

resveratrol (100 μM) e genisteína (50 μM) em adipócitos jovens e maduros (3T3-L1) 

provocando apoptose. Não foi observado este efeito quando os compostos eram 25 

utilizados isoladamente. 

A quercetina possui como mecanismo de ação sobre adipócitos o decréscimo 

do potencial de membrana pela redução da regulação de poli (ADP-Ribose) 

polimerase, bcl-2 e ativação da caspase 3, consequentemente iniciando um processo 
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de apoptose pela inibição da mitogênese celular. A quercetina também induz lipólise 

em adipócitos, pois é potente inibidora de fosfodiesterase, uma enzima que hidrolisa o 

AMPc com consequente inativação de proteínas quinases. Devido à inibição da 

atividade da fosfodiesterase há um aumento da lipólise no adipócito (Raylam et al., 

2008). 5 

Resveratrol pode reduzir a adipogênese e a viabilidade em pré-adipócitos. Estes 

efeitos não são apenas regulados pela redução de fatores de transcrição e enzimas, 

mas também por genes que regulam a função mitocondrial. Adicionalmente, 

resveratrol aumenta a lipólise e reduz a lipogênese em adipócitos maduros. O uso de 

resveratrol também tem mostrado a redução na síntese de lipídeos em fígado de rato 10 

e adipócitos 3T3-L1. Ele também inibiu a proliferação em pré-adipócitos dependentes 

de SIRT-1 e sinergicamente aumentou a produção de fator alfa de necrose tumoral 

(TNF-α) induzindo apoptose em adipócitos humanos. A diferenciação dos pré-

adipócitos e a indução de vias metabólicas do metabolismo dos lipídeos incluem a 

expressão de genes específicos tais como PPARγ, C/EBPα, proteínas de ligação-1c 15 

(SREBP-1c), sintases de ácidos graxos (FAS) e lipoproteínas, indicando que o resveratrol 

pode alterar a massa de gordura afetando diretamente as vias que envolvem a 

adipogênese (BAILE et al., 2011). O Resveratrol também altera a expressão de genes 

que modulam a função mitocondrial, pois ativa a nicotinamida adenina dinucleotídeo-

dependente de acetilase SIRT1, uma das sete sirtuínas de mamíferos envolvidas na 20 

homeostase de glicose e no metabolismo lipídico (BAUR, 2010a; b; DAL-PAN et al., 

2010; SZKUDELSKA e SZKUDELSKI, 2010). Esta ativação da SIRT1 pelo resveratrol 

parece prevenir a obesidade ao induzir o metabolismo mitocrondrial oxidativo de 

ácidos graxos e também diminuir a resistência à insulina em camundongos submetidos 

a uma dieta de alto valor calórico. 25 

Certas patentes e artigos científicos já apresentaram o uso de formulações 

lipossomais e dos fármacos quercetina, resveratrol, mas com constituintes e aplicações 

diferentes das propostas nesta invenção além de não utilizarem o desoxicolato de 

sódio nem sua forma complexada a ciclodextrinas. 
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A patente PCT WO 2011/042482 A1 (2011) propõe o uso de polifenóis livres e 

em associação, incluindo pterostilbeno, quercetina e resveratrol, para o tratamento de 

diferentes tipos de câncer (pulmão, mama, próstata, tecido conjuntivo, osso, cérebro e 

músculos). O autor também apresenta a possibilidade de utilização de sistemas de 

liberação controlada tais como lipossomas, micropartículas, cápsulas, dendrímero, etc. 5 

Não há reivindicação de produtos em escala nanométrica. 

A patente BR PI 0903103-0 A2 (2011) apresenta preparação de suplemento  

alimentar na forma de cápsulas ou comprimidos a base de queratina, quercetina e 

rutina a serem usados como compostos energéticos auxiliando nas atividades 

esportivas. 10 

A patente PCT WO 2010/124540 A1 (2010) descreve a preparação de uma 

formulação de lipossomas elásticos contendo resveratrol (0,5-10%), fosfolipídeo (0,5-

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

A patente PCT WO 2010/0006026 A2 (2010) descreve um método de controle 

da função renal através do uso de uma formulação por via oral ou parenteral a base de 15 

quercetina, vitamina C e vitamina B3 e opcionalmente ácido fólico como antioxidantes 

na proporção de 1:0.2-2.5:0.02-1, respectivamente. Esta formulação aumenta a 

filtração glomerular e reduz a atividade da creatinina quinase. Esta formulação não é 

caracterizada como um produto lipossomal nem possui resveratrol ou desoxicolato de 

sódio em sua composição. 20 

A patente BR PI 0805667-6 A2 (2010) apresenta uma formulação com 

resveratrol encapsulado em lipossomas em escala nanométrica e/ou impregnado em 

prata. Este produto pode ser aplicado por via oral ou tópica e ainda na fabricação de 

medicamentos dermocosméticos e nutracêuticos. 

A patente BR PI 0705319-3 A2 (2009) descreve processo de preparação para 25 

obtenção de complexo de inclusão de resveratrol e β-ciclodextrina com ação 

antioxidante, anti-inflamatória, antiviral, cardioprotetora, neuroprotetora e/ou 

quimiopreventiva de câncer. Esta também não contém quercetina nem desoxicolato 

de sódio. 
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A patente US 20090104255 (2009) descreve uma formulação pro-lipossomal 

incorporada em comprimidos revestidos ou cápsulas para compostos policíclicos, 

aromáticos, antioxidantes ou anti-inflamatórios para protegê-los da degradação no 

trato gastrointestinal administrados por via oral. Dentre estes compostos são 

utilizados a quercetina e o resveratrol. A formulação lipossomal é composta de 5 

fosfolipideos tais fosfatidilcolina e etanolamina, esfingosina e ceramidas, colesterol e 

estearilamina na sua composição, o que confere carga final positiva. Essa formulação 

apresenta uma desvantagem com relação a presente invenção, pois há uma interação 

entre a quercetina e estearilamina reduzindo a eficiência de encapsulação do fármaco. 

A patente BR PI 0701220-9 A2 (2008) apresenta métodos de síntese de 10 

derivados da rutina e quercetina e reivindica composição cosmética e farmacêutica 

com esses compostos com função fotoprotetora à radiação UVA, UVB e UVC. 

A patente PCT WO 2007/008548 A2 (2007) descreve formulações para uso 

sistêmico a base de flavonas, estilbenos, flavononas, isoflavonas, catequinas, 

chalconas, taninos ou antocianidinas e nicotinamidas para a prevenção de desordens 15 

metabólicas incluindo a obesidade. Dentre os compostos apresentados encontram-se 

a quercetina e o resveratrol com concentração maior ou igual a 200 mg e suas formas 

derivadas incluindo também preparações lipossomais furtivas (de longa circulação 

sanguínea) utilizando o PEG (1000-5000 Da, 5% mol/%) em escala nanométrica até 

micrométrica. A patente não apresenta os constituintes da formulação lipossomal. 20 

Estes lipossomas diferem dos propostos nesta invenção por serem de longa circulação 

(furtivos) diferente dos de ação locais e elásticos que possuem composição e método 

de produção mais simples, além disso, não apresentam o desoxicolato de sódio em sua 

composição como tensoativo ou fármaco. Ainda concentração de fármaco proposta é 

muito menor (1,2 mg/mL).  25 

A patente PCT WO 2006/062544 A1 (2006) descreve uma formulação pró- 

lipossomal revestida com quitosana incorporados em comprimidos revestidos ou 

cápsulas contendo polifenóis, incluindo o resveratrol como agente antiinflamatório e 

antioxidante. Esta não utiliza a quercetina em suas formulações e, consequentemente, 

não possui o efeito sinérgico com o resveratrol. 30 
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A patente PCT WO 2005/082407 A1 (2005) descreve a composição e método 

de produção de formulações tópicas a base de quercetina e resveratrol (2 a 75 µM, 

1:1) ou quercetina e genisteína para o tratamento de câncer oral. Esta formulação 

apresenta componentes ativos na proporção de 25-75% sendo o restante formado por 

excipientes.  5 

A patente BR PI0405375 A (2004) descreve a aplicação de trans-resveratrol ou 

outros derivados estilbenos no tratamento de lipodistrofia ginóide. Segundo o qual o 

produto fitoterápico medicamentoso ou cosmético para uso tópico é aplicado em 

distúrbios do tecido conjuntivo adiposo subcutâneo, particularmente lipodistrofia 

ginóide ou celulite, onde uma ou mais substâncias presentes no produto em questão 10 

inibe a atividade de estrógenos no tecido subcutâneo; estas substâncias são em 

particular, bloqueadores totais ou parciais de receptores de estrógenos. O produto em 

questão não apresenta quercetina em sua composição nem se apresenta como 

fórmula lipossomal. 

Diante do exposto acima, o uso de lipossomas elásticos contendo desoxicolato 15 

de sódio, quercetina e resveratrol como componentes ativos e/ou seus complexos de 

inclusão por via subcutânea ou tópica poderá aumentar a eficácia do tratamento para 

obesidade, lipoma, lipodistrofia e gorduras subcutâneas diminuindo a toxicidade, 

através da redução da dose terapêutica, das propriedades anti-inflamatórias dos 

flavonoides e da liberação controlada do princípio ativo. Adicionalmente, pela primeira 20 

vez são combinados componentes com propriedades necróticas, apoptóticas e 

lipolíticas em um único sistema de liberação controlada de fármacos. 

 

Descrição da Invenção 

Lipossomas elásticos em escala nanométrica contendo desoxicolato de sódio, 25 

quercetina e resveratrol e seus complexos de inclusão com ciclodextrinas foram 

preparados utilizando o método de hidratação do filme lipídico como se segue: 

Fosfatidilcolina e colesterol, em quantidades suficientes para formar um lipossoma, 

foram dissolvidos em uma mistura de solventes orgânicos. Estes foram posteriormente 
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evaporados formando um filme lipídico delgado. Posteriormente, este filme foi 

hidratado com um tampão produzindo lipossomas multilamelares. Finalmente, estes 

lipossomas foram sonicados formando lipossomas unilamelares (escala nanométrica). 

O desoxicolato de sódio e os fármacos quercetina e resveratrol, em quantidades 

suficientes para serem bioativos, podem ser adicionados diretamente aos constituintes 5 

lipídicos ou dissolvidos no tampão de hidratação complexados a ciclodextrinas nas 

mesmas concentrações. 

Seguem abaixo descrições da invenção, em algumas de suas modalidades 

preferidas, em relação às figuras de 1 a 5. 

1. Estrutura do desoxicolato de sódio em sua forma ácida; 10 

2. Estrutura química do desoxicolato em sua forma de sal de sódio; 

3. Estrutura química da quercetina; 

4. Estrutura química do resveratrol; 

5. Esquema de produção dos lipossomas em sua escala nanométrica no qual 

fosfatidilcolina e colesterol formam um filme lipídico delgado, este é 15 

posteriormente hidratado por um tampão e sonicado para produzir lipossomas 

em escala nanométrica. Os fármacos podem ser adicionados diretamente no 

filme lipídico bem como no tampão de hidratação complexados a 

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

Ciclodextrina, SDC = Desoxicolato de sódio, QUE = Quercetina, RES = 20 

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

pequena. 

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

na fase orgânica e ou complexados a ciclodextrinas no tampão de hidratação; 

Uma modalidade preferida, conforme descrito na figura 5, descreve a 25 

preparação dos lipossomas elásticos em escala nanométrica. Na presente invenção, foi 

preferido utilizar como tampão de hidratação, o tampão fosfato de potássio em pH 

fisiológico com força iônica crescente à medida que maiores concentrações de 
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desoxicolato de sódio são usadas, pois melhorou a estabilização e também permitiu a 

produção de lipossomas com características físico-químicas adequadas. 

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

O fosfolipídeo, fosfatidilcolina, naturalmente forma lipossomas em meio 

aquoso, mas estes não se apresentam em escala nanométrica, sendo necessária a 5 

utilização de técnicas específicas para o preparo. 

O colesterol utilizado nas formulações possui como função o aumento da 

rigidez da bicamada lipídica aumentando sua estabilidade. 

A ciclodextrina utilizada tem como função permitir a solubilização dos fármacos 

hidrofóbicos em meio aquoso (tampão de hidratação) para posterior incorporação aos 10 

lipossomas. A ciclodextrina utilizada nesta modalidade pode ser a hidroxipropil-beta- 

ciclodextrina. Finalmente quando os fármacos são incorporados aos lipossomas tanto 

na fase orgânica quanto na fase aquosa, complexados a ciclodextrinas, isto é 

caracterizado como co-encapsulação. 

A concentração de desoxicolato de sódio (Figuras 1 e 2) utilizada nas 15 

formulações lipossomais é menor que a utilizada nas formulações derivadas do 

Lipostabil® (42 mg/mL) para reduzir os efeitos colaterais decorrentes da necrose 

imediata após a injeção ou aplicação. Adicionalmente, não é descartado o efeito 

benéfico de necrose nem de retração da pele após a aplicação, evitando a cirurgia 

corretiva. 20 

Devido à presença do desoxicolato de sódio houve uma redução na viscosidade 

para 0,35 ± 0,01 cp da suspensão lipossomal o que melhora seu uso na forma injetável. 

Adicionalmente a presença do desoxicolato de sódio confere propriedades elásticas às 

formulações lipossomais produzidas devido à redução na tensão superficial das 

vesículas. 25 

A associação de quercetina (Figura 3) e resveratrol (Figura 4) encapsulados em 

lipossomas elásticos em escala nanométrica pode promover um efeito sinérgico o que 

potencializa o efeito apoptótico e lipolítico, já bem documentado na literatura. A 

concentração encapsulada destes fármacos na presente invenção foi  de até 23 vezes 
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maior que a relatada na literatura (100 μM), a qual comprovadamente apresentou 

efeitos apoptóticos e lipolíticos em adipócitos humanos. Adicionalmente, a quercetina 

e o resveratrol devido ao seu potente efeito antiinflamatório podem reduzir efeitos 

colaterais provenientes de possíveis necroses. Finalmente, a genisteína, outro fármaco 

com propriedades lipolíticas e apoptóticas, pode ser adicionada as formulações. 5 

O tamanho médio das vesículas nas formulações lipossomais foi de 150 nm 

sendo este compatível com o diâmetro das seringas utilizadas para injeção subcutânea 

e também para a permanência no local da injeção 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 fármacos encapsulados 10 

na fase orgânica e/ou aquosa complexados a ciclodextrinas. 

A tabela a seguir apresenta os resultados obtidos em uma série de formulações 

lipossomais elásticas produzidas demonstrando o tamanho das vesículas em escala 

nanométrica e as altas eficiências de encapsulação dos componentes ativos da 

formulação.  15 

 

 

 

 

  20 

                                                144



14 / 14 
 

Tabela: Exemplos de formulações lipossomais elásticas produzidas 

Composição 
Tamanho 

médio 
(nm) 

Índice de 
polidispersão 

Carga de 
superfície 

ζ (mv) 

Eficiência de 
encapsulação 

(%) 

Formulações com fármacos separados 

PC-CH-SA-QUE 110,1 ± 9,3 0,347 ± 0,077 +25,93 ± 1,87 86,00 ± 5,20 
PC-CH-QUE 124,9 ± 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 +22,91 ± 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 115,0 ± 14,3 0,337 ± 0,053 -6,95 ± 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 

Formulações com fármacos combinados na fase orgânica e ou aquosa 
(Houve variação nas concentrações dos constituintes lipossomais) 

PC
1
-CH

1
-SDC-QUE-CD:RES 128,3 ± 1,78 0,257 ± 0,017 -7,73 ± 0,68 92,26 ± 0,052 

PC
3
-CH

1
-SDC-QUE-RES 139,5 ± 10,64 0,305 ± 0,046 -8,29 ± 0,30 93,82 ± 0,18 

PC
1
-CH

3
-SDC-QUE-RES 133,6 ± 3,24 0,285 ± 0,016 -13,34 ± 1,36 93,92 ± 0,14 

PC
3
-CH

3
-SDC-QUE-CD:RES 122,5 ± 10,78 0,284 ± 0,016 -5,68 ± 0,92 94,66 ± 0,083 

PC
1
-CH

1
-CD:SDC-QUE-RES 131,5 ± 11,87 0,333 ± 0,095 -5,72 ± 1,16 93,34 ± 0,025 

PC
3
-CH

1
-βCD:SDC-QUE-CD:RES 164,5 ± 26,58 0,342 ± 0,103 -3,38 ± 2,31 92,56 ± 0,21 

PC
1
-CH

3
-CD:SDC-QUE-CD:RES 129,1 ± 1,89 0,274 ± 0,010 -7,35 ± 1,23 89,62 ± 0,75 

PC
3
-CH

3
-CD:SDC-QUE-RES 133,3 ± 2,48 0,262 ± 0,022 -7,38 ± 1,15 91,18 ± 0,21 

PC
1
-CH

1
-SDC-CD:QUE-RES 129,7 ± 2,48 0,251 ± 0,031 -16,69 ± 0,85 90,84 ± 0,70 

PC
3
-CH

1
-SDC-CD:QUE-CD:RES 129,4 ± 2,71 0,264 ± 0,025 -8,44 ± 1,29 88,17 ± 0,15 

PC
1
-CH

3
-SDC-CD:QUE-CD:RES 139,5 ± 3,42 0,268 ± 0,025 -8,54 ± 0,20 85,37 ± 0,41 

PC
3
-CH

3
-SDC-CD:QUE-RES 135,9 ± 1,86 0,272 ± 0,015 -6,64 ± 0,69 95,59 ± 0,06 

PC
1
-CH

1
-CD:(SDC-QUE-RES) 133,3 ± 2,03 0,248 ± 0,016 -6,28 ± 1,96 87,30 ± 0,82 

PC
3
-CH

1
-CD:SDC-CD:QUE-RES 138,2 ± 17,85 0,485 ± 0,050 -4,51 ± 1,60 90,45 ± 0,25 

PC
1
-CH

3
-CD:SDC-CD:QUE-RES 145,7 ± 36,12 0,293 ± 0,031 -6,03 ± 0,23 87,29 ± 1,15 

PC
3
-CH

3
-CD:(SDC-QUE-RES) 123,6 ± 3,79 0,374 ± 0,038 -11,28 ± 0,99 77,41 ± 0,39 

PC
2
-CH

2
-Fármacos-CD:Fármacos 130,0 ± 6,33 0,283 ± 0,057 -9,98 ± 0,93 89,41 ± 0,11 

PC
2
-CH

2
-Fármacos-CD:Fármacos 133,3 ± 5,05 0,284 ± 0,038 -7,47 ± 0,80 93,58 ± 0,56 

PC
2
-CH

2
-Fármacos-CD:Fármacos 130,1 ± 2,26  0,272 ± 0,012 -10,28 ± 0,98 92,85 ± 0,19 

Formulações com fármacos combinados com concentração variável 

PC-CH
1
-SDC

1
-(QUE-RES)

1
 153,1 ± 11,25 0,401 ± 0,079 -7,29 ± 0,97 98,53 ± 0,270 

PC-CH
3
-SDC

1
-(QUE-RES)

1
 143,5 ± 4,87 0,278 ± 0,027 -5,27 ± 1,73 98,42 ± 0,120 

PC-CH
1
-SDC

3
-(QUE-RES)

1
 124,9 ± 8,41 0,443 ± 0,118 -12,23 ± 0,84 97,55 ± 0,067 

PC-CH
3
-SDC

3
-(QUE-RES)

1
 123,4 ± 10,58 0,354 ± 0,116 -12,00 ± 1,31 98,60 ± 0,063 

PC-CH
1
-SDC

1
-(QUE-RES)

3
 142,0 ± 12,39 0,433 ± 0,089 -7,07 ± 0,37 99,50 ± 0,037 

PC-CH
3
-SDC

1
-(QUE-RES)

3
 146,6 ± 14,32 0,486 ± 0,083 -7,75 ± 0,44 97,89 ± 0,016 

PC-CH
1
-SDC

3
-(QUE-RES)

3
 149,4 ± 2,47 0,295 ± 0,011 -13,48 ± 0,25  97,49 ± 0,064 

PC-CH
3
-SDC

3
-(QUE-RES)

3
 125,5 ± 2,57 0,300 ± 0,011 -11,77 ± 1,25 99,02 ± 0,052 

PC-CH
2
-SDC

2
-(QUE-RES)

2
 141,1 ± 1,44 0,299 ± 0,014 -12,09 ± 0,53 98,73 ± 0,038 

PC-CH
2
-SDC

2
-(QUE-RES)

2
 129,3 ± 6,14 0,351 ± 0,051 -10,52 ± 1,34 99,34 ± 0,005 

PC-CH
2
-SDC

2
-(QUE-RES)

2
 120,9 ± 2,54 0,287 ± 0,016 -9,98 ± 0,82 98,42 ± 0,086 

PC = Fosfatidilcolina, Ch = Colesterol, CD = Ciclodextrina, SDC = Desoxicolato de sódio, QUE = 
Quercetina, RES = Resveratrol e ND = Não determinado. 

1,2,3
 = Equivalente a concentrações crescentes. 
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos constituídos de fosfatidilcolina e 

colesterol em escala nanométrica com sais biliares e flavonoides bioativos 

incorporados a fase orgânica e/ou seus complexos de inclusão com ciclodextrinas no 5 

tampão de hidratação; 

2. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos em escala nanométrica segundo 

a reivindicação 1 onde a fosfatidilcolina e o colesterol formam um filme lipídico por 

evaporação do solvente com sais biliares e/ou flavonoides, seguido de hidratação 

com tampão fosfato de potássio ou fosfato salina; 10 

3. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos em escala nanométrica segundo 

a reivindicação 1 onde a fosfatidilcolina e o colesterol formam um filme lipídico por 

evaporação do solvente, seguido de hidratação com tampão fosfato de potássio ou 

potássio salina contendo os sais biliares e flavonoides complexados a 

ciclodextrinas; 15 

4. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos em escala nanométrica segundo 

a reivindicação 1 por co-encapsulação segundo reivindicações 3 e 4; 

5. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos em escala nanométrica segundo 

a reivindicação 1 onde o sal biliar é o desoxicolato de sódio para a bioatividade 

desta invenção ou ácido cólico e/ou outros sais biliares para outras bioatividades, 20 

encapsulados na fase orgânica e/ou complexado a ciclodextrinas no tampão de 

hidratação; 

6. MÉTODO de preparação de lipossomas em escala nanométrica segundo a 

reivindicação 1 onde os flavonoides foram quercetina e resveratrol e/ou genisteína  

encapsulados na fase orgânica e/ou complexados a ciclodextrinas no tampão de 25 

hidratação; 

7. MÉTODO de preparação de lipossomas elásticos em escala nanométrica, 

segundo a reivindicação 1 onde existe a possibilidade de escalonamento industrial. 
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8. PRODUTO nanotecnológico a base de uma formulação lipossomal elástica injetável 

caracterizada por ser composto de fosfatidilcolina, colesterol, sal biliar, flavonoides 

e/ou seus complexos de inclusão com ciclodextrinas para o tratamento de obesidade, 

lipomas, lipodistrofia e gorduras subcutâneas com fins estéticos; 

9. PRODUTO nanotecnológico a base de uma formulação lipossomal elástica 5 

injetável segundo a reivindicação 8, na qual o sal biliar é o desoxicolato de 

sódio; 

10. PRODUTO nanotecnológico a base de uma formulação lipossomal elástica 

injetável segundo a reivindicação 8 onde os flavonóides são quercetina e 

resveratrol e/ou genisteína; 10 

11. PRODUTO nanotecnológico a base de uma formulação lipossomal elástica 

injetável segundo a reivindicação 8 onde o tamanho das vesículas estão dentro 

da faixa de 100 a 400 nm adequada para formulações injetáveis e para 

permanência no local de aplicação; 

12. PRODUTO nanotecnológico a base de uma formulação lipossomal elástica 15 

injetável segundo a reivindicação 8 onde as formulações podem ser utilizadas 

em sua forma líquida ou liófilo reidratado em água; 
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RESUMO 

 

PRODUTO NANOTECNOLÓGICO DE UMA FORMULAÇÃO LIPOSSOMAL ELÁSTICA 

PARA O TRATAMENTO DA OBESIDADE, LIPOMA, LIPODISTROFIA E GORDURAS 

SUBCUTÂNEAS. A presente invenção contempla um produto nanotecnológico de uma 5 

formulação lipossomal elástica para o tratamento da obesidade, lipoma, lipodistrofia e 

gorduras subcutâneas utilizando o desoxicolato de sódio, quercetina e resveratrol 

como componentes ativos, sem a necessidade de posterior remoção desta gordura. Os 

fármacos citados já possuem ação comprovada contra adipócitos podendo ser 

empregados por via injetável, além de uma inovadora utilização de forma combinada 10 

com seus efeitos sinérgicos para potencializar sua bioatividade. 

 

 

  

 15 
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Figura 1 

 

Figura 2 

 

Figura 3 5 
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Figura 4 

 

Figura 5 

  5 Sonicação 
Formulação 

lipossomal em escala 

nanométrica 

QUE e/ou 
RES e/ou 

SDC 
 

Rotaevaporação 

Fase orgânica 

PC + CH 

Hidratação: 
CD:QUE e/ou 
CD:QUE e/ou 

CD:SDC 

Caracterização 

MLV 

SUV 

Fase aquosa 

Hidratação 

Filme lipídico 
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Figura 6 

 

Esquema de um 
lipossoma Branco 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

resveratrol 
encapsulado na 

fase aquosa 
complexado a 
ciclodextrinas. 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

quercetina 
encapsulada na fase 

orgânica. 

 

Esquema de um 
lipossoma com o 
desoxicolato de 

sódio encapsulado 
na fase aquosa 
complexado a 
ciclodextrinas. 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

resveratrol 
encapsulado na fase 

orgânica. 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

quercetina, 
resveratrol e 

desoxicolato de 
sódio 

encapsulados na 
fase orgânica. 

 

Esquema de um 
lipossoma com o 
desoxicolato de 

sódio encapsulado na 
fase orgânica. 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

quercetina, 
resveratrol e 

desoxicolato de 
sódio 

encapsulados na 
fase aquosa 

complexados a 
ciclodextrinas. 

 

Esquema de um 
lipossoma com 

quercetina 
encapsulada na fase 

aquosa complexada a 
ciclodextrinas. 

 

Esquema de um 
lipossoma com os 

fármacos 
encapsulados na 
fase orgânica e 
complexados a 

ciclodextrinas na 
fase aquosa 
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1. CONCLUSÕES 

 

A presente Tese procurou contribuir para o desenvolvimento de métodos analíticos 

rápidos e de baixo custo para a determinação de sais biliares em solução através de sua 

complexação com ciclodextrinas. Diante da formação destes complexos de inclusão com o 

desoxicolato de sódio, estes foram usados na produção de lipossomas contendo quercetina e 

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

observadas as seguintes conclusões: 

 

 A reação de complexação competitiva utilizando ciclodextrina e fenolftaleína, um kit 

reagente, se mostrou efetiva para a determinação analítica dos ácidos biliares e de suas 

constantes de equilíbrio; 

 Os parâmetros termodinâmicos mostraram altos valores negativos de ΔH indicando 

que o processo de inclusão é exotérmico e com contribuição das forças de van der 

Waals e ΔS foi positivo originado do relaxamento da camada de solvatação que 

envolvia os ácidos biliares e a cavidade da ciclodextrina. Em todos os casos ΔG foi 

negativo indicando que a formação dos complexos de inclusão foi espontânea; 

 O método espectrofotométrico para a determinação dos ácidos desoxicólico e 

ursodesoxicólico foi validado segundo metodologia proposta pela ANVISA e EMEA. 

O mesmo apresentou boa linearidade e precisão podendo ser aplicado para análise de 

matérias primas e das formulações farmacêuticas testadas ou que contenham os ácidos 

biliares propostos em sua composição; 

 A reação de complexação competitiva também foi aplicada na construção de sensores 

químicos ópticos; 

 Também foi possível a produção de complexos de inclusão entre ciclodextrinas e 

quercetina ou resveratrol; 

 Diferentes formulações lipossomais em escala nanométrica foram produzidas com o 

desoxicolato de sódio, quercetina e resveratrol incorporados na fase orgânica, fase 

aquosa - complexados a ciclodextrinas e em ambas as fases por co-encapsulação; 

 Foi possível a produção de formulações lipossomais em escala nanométrica contendo 

desoxicolato de sódio, quercetina e resveratrol no mesmo lipossoma com tamanho 

entre 100 e 200 nm, PDI de ≈ 0,3, potencial zeta negativo e eficiência de encapsulação 

maior que 90%; 

 Devido à alta eficiência de encapsulação obtida com a encapsulação de QUE a RES na 

fase orgânica pela otimização por planejamento fatorial, optou-se por não utilizar 
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complexos de inclusão com ciclodextrinas nas próximas formulações para reduzir o 

custo de produção dos lipossomas; 

 As micrografias obtidas pela microscopia eletrônica de varredura apresentaram 

lipossomas com morfologia esférica, com tamanho em escala nanométrica e sem 

agregação. 

 As formulações lipossomais desenvolvidas apresentaram tamanho maior que 100 nm, 

o que poderá possibilitar a permanência no local de aplicação, também possuem 

tamanho compatível com o calibre de agulhas hipodérmicas para serem injetáveis. 

 Houve liberação controlada de quercetina e resveratrol por mais de 50 horas a partir 

dos lipossomas e em ambos os casos, houve liberação de mais de 96% do fármaco 

nananoencapsulado; 

 Na melhor formulação produzida, quercetina e resveratrol foram co-encapsulados para 

permitir um efeito sinérgico de ambos os fármacos em uma futura utilização dos 

lipossomas; 

 As formulações lipossomais elásticas produzidas são adequadas para a injeção 

subcutânea, proporcionando assim uma nova estratégia para redução de gordura 

subcutânea. 
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2. PERSPECTIVAS 

1. Artigos em produção: 

1.1. Uma revisão sistemática e meta-análise estão sendo realizadas para estudar os efeitos 

do desoxicolato de sódio na dissolução de gorduras localizadas; 

2. Estudo experimental em desenvolvimento: 

2.1. A presença do desoxicolato de sódio, quercetina e resveratrol na mesma formulação 

lipossomal pode interferir na liberação controlada de cada um destes fármacos; desta 

forma a influência sobre a cinética de liberação está sendo avaliada; 

2.2. Os ensaios de estabilidade longa duração dos lipossomas contendo os fármacos 

encapsulados estão sendo realizados; 

2.3. A formulação lipossomal produzida, bem como seus constituintes separadamente será 

aplicada em adipócitos e tecido adiposo subcutâneo segundo metodologia de 

Schuller-Petrovic et al. (2008) e a citoxicidade avaliada por MTT; 

2.4. O projeto será submetido ao comitê de ética animal da Universidade. 

3. Sugestões para outros estudos: 

3.1. Analisar os efeitos da formulação lipossomal, dos complexos de inclusão com 

ciclodextrinas e flavonoides, bem como quercetina e resveratrol separadamente em 

adipócitos e tecido adiposo subcutâneo avaliando os possíveis efeitos necróticos e o 

grau de apoptose das células afetadas; 

3.2. Realizar estudos in vivo em ratos sob dieta normal e hipercalórica para observar a 

eficácia da formulação lipossomal sobre a gordura subcutânea e monitorar diversos 

parâmetros bioquímicos e fisiológicos de forma aguda – 1 administração seguida do 

sacrifício no dia seguinte e crônica – 3 administrações por 30 dias seguidos de 

sacrifício no dia seguinte. 
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3. ANEXOS 

 

ANEXO A - Resumos publicados em anais de congressos 

 

CADENA, P. G., PEREIRA, M.A., CORDEIRO, R.B.S., CAVALCANTI, I.M.F., BARROS 

NETO, B., PIMENTEL, M.C.B., LIMA FILHO, J.L., SILVA, V.L., SANTOS-
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Prague - Czech Republic. 
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CADENA, P.G., PIMENTEL, M.C.B., ARAUJO, A.N., MONTENEGRO, M.C.B.S.M., 

LIMA FILHO, J.L., SILVA, V.L. Colorimetric method for ursodeoxycholic acid (UDCA) 
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