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RESUMO

O resveratrol € um polifenol amplamente estudado quanto ao potencial antineoplasico in
vitro, entretanto, é classificado como classe Il pelo sistema de -classificacdo
biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade, instabilidade e intenso metabolismo.
Este trabalho objetivou obter, caracterizar e avaliar a liberagdo de sistemas de
resveratrol em nanoparticulas poliméricas. Foi validado um método de quantificacdo do
resveratrol por espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)
para 0 doseamento dos sistemas. Os sistemas foram obtidos pelo método de
nanoprecipitacdo para obter nanoesferas e nanocapsulas. A eficiéncia de
encapsulamento foi realizada pelo método indireto e quantificado por UV-vis, e as
caracterizacdes fisico-quimicas foram realizadas por espectroscopia de absorcdo na
regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-X
(DRX), calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e microscopia eletronica de
varredura por transmissdo (STEM) para avaliar a formacéo dos sistemas. Ensaios de
liberacdo in vitro nas condicBes sink em diferentes pH evidenciaram o perfil de
liberacdo do resveratrol nos nanosistemas. Nos ensaios de citotoxicidade, realizados em
celulas L929, as células foram expostas a diferentes concentragbes de resveratrol
encapsulado em nanoesferas e nanocédpsulas, bem como ao resveratrol livre. As
nanoesferas apresentaram 73,23% e as nanocapsulas 86,57% de eficiéncia de
encapsulamento. O DRX mostrou significativa reducdo na cristalinidade do farmaco,
confirmada pelo STEM e pelo DSC, juntamente com as demais analises que
corroboraram a formacdo das nanoparticulas. Nos estudos de liberagdo, as nanoesferas
liberaram em torno de 52% de resveratrol em 48 horas, enquanto as nanocapsulas
liberaram cerca de 73% do farmaco incorporado nas 48 horas analisadas através do
mecanismo de liberacdo de Peppas-Sahlin. Foram obtidas nanoparticulas com boa
estabilidade a temperatura ambiente, preservando suas caracteristicas fisico-quimicas de
tamanho, indice de polidispersdo e potencial Zeta. As nanoparticulas contendo
resveratrol apresentaram uma reducdo significativa na viabilidade celular comparada ao
resveratrol livre, indicando um potencial dos sistemas em incrementar a atividade do
IFA nas células. Dessa forma, foi possivel obter nanoparticulas com estabilidade de 180
dias em armazenamento & temperatura ambiente e capazes de promover liberacéo
prolongada, com melhores taxas de dissolugdo, modulacéo de liberacdo e eficacia em

ensaios bioldgicos in vitro.



Palavras-chave: Nanocarreador; Planejamento experimental; Liberacdo controlada;

Viabilidade celular; Tratamento.



ABSTRACT

Resveratrol is a polyphenol widely studied for its in vitro antineoplastic potential;
however, it is classified as a class 1l compound in the Biopharmaceutics Classification
System, exhibiting low solubility, instability, and extensive metabolism. This study
aimed to obtain, characterize, and evaluate the release of resveratrol-loaded polymeric
nanoparticle systems. A method for resveratrol quantification by ultraviolet-visible
(UV-Vis) absorption spectroscopy was validated for system dosing. The systems were
obtained via nanoprecipitation to produce nanospheres and nanocapsules. Encapsulation
efficiency was determined by the indirect method and quantified by UV-Vis, while
physicochemical characterizations were performed using Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC),
and scanning transmission electron microscopy (STEM) to assess system formation. In
vitro release assays under sink conditions at different pH values revealed the resveratrol
release profile from the nanosystems. In cytotoxicity assays performed on L929 cells,
the cells were exposed to different concentrations of resveratrol encapsulated in
nanospheres and nanocapsules, as well as free resveratrol. Nanospheres exhibited
73.23% and nanocapsules 86.57% encapsulation efficiency. XRD showed a significant
reduction in drug crystallinity, confirmed by STEM and DSC, along with the other
analyses that corroborated nanoparticle formation. In the release studies, nanospheres
released approximately 52% of resveratrol over 48 hours, while nanocapsules released
around 73% of the incorporated drug within the same time frame, following the Peppas-
Sahlin release mechanism. Nanoparticles exhibited good stability at room temperature,
maintaining their physicochemical characteristics, including size, polydispersity index,
and zeta potential. Resveratrol-loaded nanoparticles showed a significant reduction in
cell viability compared to free resveratrol, indicating the potential of the systems to
enhance the drug's activity in cells. Therefore, nanoparticles with 180-day stability at
room temperature were obtained, capable of providing prolonged release, improved
dissolution rates, controlled release modulation, and efficacy in biological assays

conducted in vitro.

Keywords: Nanocarrier; Experimental design; Modified release; Cell viability;

Treatment.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama é uma das principais causas de morte entre mulheres em todo o
mundo e é caracterizado pela proliferacdo descontrolada de células mamarias que
podem se disseminar para outras partes do corpo (Brasil, 2023). Dados da Organizacao
Mundial da Satude (OMS) indicam que o cancer de mama é responsavel por cerca de 2,3
milhdes de novos casos e 670 mil mortes em 2022, tornando-se 0 cancer mais
diagnosticado globalmente (WHO, 2022). No Brasil, o cancer de mama é o segundo
mais incidente entre as mulheres, ficando atras apenas do cancer de pele ndo-melanoma,
com taxas mais altas nas regifes Sul e Sudeste. Na regido Nordeste, Pernambuco € o
estado com a maior taxa de mortalidade, com 13,26 casos para cada 100.000 mulheres
(Gomes et al., 2022).

As abordagens tradicionais para o tratamento do cancer de mama incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal. Embora essas técnicas tenham
melhorado as taxas de sobrevivéncia, elas apresentam limitacdes consideraveis. Muitos
pacientes desenvolvem resisténcia aos medicamentos quimioterapicos, o que reduz a
eficacia do tratamento a longo prazo (Autier et al., 2024). Outro desafio critico é a baixa
seletividade dos agentes quimioterdpicos, que afetam ndo apenas as células
cancerigenas, mas também as células normais, resultando em toxicidade sistémica
(Franceschi; Bezerra; Torqueti, 2024). A quimioterapia, por exemplo, apesar de ser
eficaz na reducdo do tumor, é frequentemente associada a efeitos colaterais graves,
como nauseas, fadiga, alopecia e imunossupressdo (NCI, 2020). Esse cenario
impulsionou a busca por novos farmacos e novos métodos de administracdo de
medicamentos que possam aumentar a concentracdo do farmaco no local do tumor,
minimizando os efeitos adversos nos tecidos saudaveis (Elumalai; Srinivasan;
Shanmugam, 2024).

O resveratrol é um polifenol natural encontrado em diversas plantas, incluindo
uvas, amendoins e frutos vermelhos. Este composto tem sido amplamente estudado por
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas (Kurzava Kendall
et al., 2024). Estudos pré-clinicos demonstraram que o resveratrol pode induzir
apoptose, inibir a proliferacdo celular e suprimir a angiogénese em vérias linhagens de
células cancerigenas, incluindo células de cancer de mama (Jang et al., 1997; Kundu &
Surh, 2004). No entanto, a aplicacdo clinica do resveratrol é limitada por sua baixa
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solubilidade em agua, rapida metabolizacdo e baixa biodisponibilidade (Zhang et al.,
2024). Para contornar essas limitagOes, o encapsulamento do resveratrol em sistemas
nanotecnoldgicos podem ser uma alternativa para contornar os problemas supracitados,
proporcionando uma melhor eficacia e uma liberacdo sustentada e direcionada do

composto no local do tumor (Shadmani et al., 2023).

A nanotecnologia emergiu como uma abordagem inovadora e promissora para
superar os desafios associados as terapias convencionais. Nanoparticulas, incluindo as
poliméricas, sdo sistemas de entrega de farmacos que podem ser projetados para
melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de agentes terapéuticos
(Danafar et al., 2022). Essas nanoparticulas poliméricas podem ser subdivididas em
nanoesferas, onde o farmaco é distribuido de forma homogénea na matriz polimérica, e
nanocapsulas, onde o farmaco é encapsulado em um nicleo rodeado por uma camada
polimérica. Além disso, as nanoparticulas podem ser funcionalizadas com ligantes
especificos que reconhecem e se ligam a receptores presentes na superficie das células
tumorais, proporcionando uma entrega direcionada do medicamento (Amicis et al.,
2011).

Dentre os varios tipos de nanoparticulas, as de policaprolactona tém se
destacado devido as suas propriedades biodegradaveis e biocompativeis (Soppimath et
al., 2001). A PCL é um polimero sintético que se degrada lentamente no corpo,
permitindo a liberacdo controlada do farmaco encapsulado ao longo do tempo. Essa
caracteristica é particularmente vantajosa para o tratamento do cancer, pois pode manter
concentracdes terapéuticas do medicamento no local do tumor por periodos prolongados
(Sinha et al., 2004).

A abordagem Quality by Design (QbD) tem sido amplamente adotada no
desenvolvimento de nanoparticulas para assegurar a qualidade e a consisténcia das
caracteristicas do produto final. Neste contexto, o Design of Experiments (DoE) é uma
ferramenta da qualidade utilizada para a otimizacdo dos processos de fabricacdo de
nanoparticulas. O DoE permite a avaliacdo sisteméatica de multiplos fatores e suas
interacOes, facilitando a identificacdo das condicGes ideais para a sintese das
nanoparticulas (Buya; Mahlangu; Witika, 2024; Li; Qiao; Wu, 2017). Sendo assim,
objetivou-se produzir e otimizar a obten¢ao de nanoparticulas biodegradaveis de poli(e-

caprolactona) contendo resveratrol para o tratamento do cancer de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir nanoparticulas biodegradaveis de poli(e-caprolactona) contendo resveratrol

para o tratamento do cancer de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

Realizar um delineamento experimental (DoE) para otimizacdo da obtencéo das
nanoparticulas (nanoesferas e nanocéapsulas);

Caracterizar quanto as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas,
definindo suas caracteristicas de didmetro hidrodindmico, indice de
polidispersdo, potencial zeta, eficiéncia de encapsulamento e drug loading;
Caracterizar as nanoparticulas quanto as propriedades morfoldgicas através de
microscopia eletrdnica de varredura e de transmissao;

Desenvolver e validar a metodologia analitica de quantificacdo do resveratrol
por espectrofotometria de absor¢do na regido ultravioleta-visivel (UV-VIS);
Determinar perfil de liberacdo in vitro e a cinética de liberacdo do resveratrol
incorporado as nanoparticulas de PCL;

Realizar controle de qualidade fisico-quimico e perfil de estabilidade preliminar
da nanoparticula;

Avaliar o potencial citotoxico das formulacdes preparadas em células de

linhagem cancerigena e ndo cancerigena.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Céncer de mama

O céncer ¢ a proliferacdo descontrolada de células anormais por todo o corpo. Essas
células anormais sdo frequentemente chamadas de células cancerosas, malignas ou
tumorais. Essas células podem se infiltrar em tecidos saudaveis do corpo (Fatima et al.,
2024). Fatores ambientais como tabaco, alcool, produtos quimicos, radiacdo e
organismos infecciosos sdo responsaveis pelo desenvolvimento do cancer e mutagdes
hereditarias, hormonais, distarbios imunoldgicos e alteracdes genéticas aleatdrias sao
alguns fatores internos que apoiam o crescimento do cancer. Doencgas como hepatite B e
C, HIV, Helicobacter pylori e infeccdo pelo virus do papiloma humano contribuem para
cerca de 15% dos canceres em todo o mundo (Al-Ajmi et al., 2018; Menezes et al.,
2015; Gomes et al., 2022).

O céncer de mama é uma das neoplasias malignas mais prevalentes entre as
mulheres no Brasil, representando uma significativa preocupacdo de saude publica
devido & sua alta incidéncia e mortalidade. De acordo com o Instituto Nacional de
Cancer (INCA), para o ano de 2024, foram estimados cerca de 74.000 novos casos de
cancer de mama no pais, o que corresponde a uma taxa bruta de incidéncia de
aproximadamente 68,5 casos por 100 mil mulheres. Além disso, a epidemiologia do
cancer de mama no Brasil continua a revelar disparidades regionais e socioeconémicas
que influenciam a detec¢do precoce e 0 acesso ao tratamento. Por exemplo, as regides
Sul e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia, enquanto as regides Norte e
Nordeste ainda registram menores taxas, possivelmente devido a diferencas na
infraestrutura de salde e na conscientizacdo da populacdo sobre a importancia do

rastreamento (Brasil, 2024).

A relevancia do céncer de mama no Brasil também se reflete na mortalidade
associada a doenca. Em 2023, foram registrados cerca de 19.500 ébitos por cancer de
mama, representando uma taxa de mortalidade de 15,2 por 100 mil mulheres. A
mortalidade continua a ser particularmente alta entre mulheres de baixa renda e baixo
grau de escolaridade, o que sublinha a importancia de estratégias de saude publica
focadas na equidade e no acesso universal aos servicos de saude. Programas de
rastreamento mamogréafico e campanhas de conscientizagdo tém sido intensificados para

melhorar a detec¢do precoce, ja que o diagndstico em estagios iniciais esta associado a
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melhores progndsticos e maior taxa de sobrevida. No entanto, desafios persistem na
ampliacdo do acesso a exames de imagem de qualidade e no acompanhamento continuo
das pacientes diagnosticadas (Autier et al., 2024; Watts et al., 2024).

A mulher que possui alteragdes genéticas herdadas na familia tem risco elevado de
cancer de mama. De 5 a 10% dos casos estdo relacionados a fatores hereditarios e/ou
genéticos. Existem diferentes subtipos de cancer de mama, classificados com base na
presenca de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e do receptor 2 do fator
de crescimento epidérmico humano (HER2). Os principais subtipos sdo: luminal A,
luminal B, HER2-positivo e triplo-negativo (Perou et al., 2000). Cada subtipo apresenta
caracteristicas biol6gicas e comportamentos clinicos distintos, influenciando

diretamente as estratégias terapéuticas adotadas.

O subtipo luminal A é geralmente considerado menos agressivo e tem um melhor
prognostico, com altas taxas de resposta ao tratamento hormonal, devido a sua
positividade para receptores de estrogénio e progesterona. O luminal B, embora também
positivo para receptores hormonais, € mais agressivo que o luminal A e pode exigir
quimioterapia além da terapia hormonal (Bonotto et al., 2017). O subtipo HER2-
positivo, caracterizado pela superexpressdo do receptor HER2, tende a ser mais
agressivo, mas responde bem a terapias alvo especificas, como trastuzumabe e
pertuzumabe. O céancer de mama triplo-negativo, que ndo expressa receptores
hormonais nem HER2, é o mais agressivo e tem o pior prognostico, sendo
frequentemente tratado com quimioterapia, jA& que as opcles de terapia alvo sdo
limitadas (Bao et al., 2024).

O tratamento do cancer de mama enfrenta diversos desafios contemporaneos que
afetam tanto a eficacia terapéutica quanto a equidade no acesso aos cuidados de saude.
Um dos maiores desafios é o diagnostico tardio da doenca. Muitas pacientes ainda sao
diagnosticadas em estagios avancados, quando as opg¢des terapéuticas sdo mais
limitadas e a taxa de sobrevivéncia &€ menor. Tratamentos padrdes, como quimioterapia,
radioterapia e cirurgia, embora eficazes, podem causar efeitos colaterais significativos
que afetam a qualidade de vida das pacientes, como ilustrado no Quadro 1. A gestdo
desses efeitos colaterais e a personalizacdo dos tratamentos para minimizar a toxicidade

s8o areas de preocupacéo continua (Tao; Visvanathan; Wolff, 2015).
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Quadro 1. Tratamentos mais utilizados para o cAncer de mama.

Tratamento Descricéo Indicacao

Cirurgia Remocdo do tumor e/ou Indicada em  estagios
tecidos circundantes. Inclui iniciais e alguns casos
mastectomia e avancados. Pode ser
lumpectomia. conservadora ou radical,

Radioterapia

Quimioterapia

Terapia Hormonal

Terapia Alvo

Imunoterapia

Terapias Combinadas

Uso de para
destruir células
cancerigenas remanescentes
apos a cirurgia.

radiacdo

Uso de medicamentos para

destruir celulas
cancerigenas. Pode  ser
neoadjuvante (antes da

cirurgia) ou adjuvante (ap6s
a cirurgia).

Uso de hormbnios ou
inibidores hormonais para
tratar canceres sensiveis ao
hormonio.

Medicamentos que atacam
alvos  especificos  das
células cancerigenas, como
0 HER2.

Estimula 0 sistema
imunoldgico a reconhecer e
atacar células cancerigenas.

Combinacdo de duas ou

mais abordagens
terapéuticas, como
quimioterapia e

radioterapia.

dependendo da extenséo do
tumor.

Frequentemente usada apds
a cirurgia para reduzir o
risco de recorréncia local.

Indicada em  estdgios
avancados, cancer triplo-
negativo, HER2-positivo ou
quando o tumor é grande.

Indicada para canceres que

expressam receptores
hormonais (ER+ e/ou PR+).
Exemplos: tamoxifeno,

inibidores de aromatase.

Indicada para cancer HER2-

positivo. Exemplos:
trastuzumabe  (Herceptin),
pertuzumabe.

Em uso experimental ou
para casos especificos como
cancer de mama triplo-
negativo. Exemplos:
inibidores de checkpoint,
vacinas terapéuticas.

Usada para aumentar a
eficacia do tratamento e
diminuir a probabilidade de
resisténcia.
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Um outro problema relevante quanto a terapéutica é a resisténcia ao tratamento,
especialmente em casos de cancer de mama metastatico, processo pelo qual células
cancerigenas se disseminam do tumor primario para outras partes do corpo, formando
novas lesGes tumorais em locais distantes. Tumores podem desenvolver resisténcia a
medicamentos, como terapia hormonal ou quimioterapia, exigindo estratégias
terapéuticas alternativas e continua pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos
(Pernas; Tolaney, 2019). Embora haja progresso na pesquisa de novas terapias, a
transicdo das descobertas laboratoriais para tratamentos clinicos eficazes é lenta e
complexa. Por isso, torna-se evidente a necessidade de novas abordagens terapéuticas
que possam melhorar a eficicia do tratamento e a qualidade de vida das pacientes com
cancer de mama. Terapias inovadoras e alternativas apresentam-se como alternativas
promissoras as terapias convencionais. Diversas substancias naturais tém mostrado
potencial como agentes terapéuticos para o cancer de mama, dentre elas o resveratrol.
(Bhat; Pezzuto, 2002).

3.2 Resveratrol e seus efeitos no cancer de mama

O resveratrol (3,5,4'-tri-hidroxiestilboeno) é um polifenol natural amplamente
distribuido em diversas plantas, como uvas, amendoins e amoras, sendo reconhecido
por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e anticancerigenas. Pesquisas
recentes tém reforcado seu potencial terapéutico, destacando sua capacidade de
interferir em maultiplos processos celulares envolvidos na carcinogénese. Estudos in
vitro e in vivo demonstraram que o0 resveratrol pode induzir apoptose, inibir a
proliferacdo celular, suprimir a angiogénese e modular vérias vias de sinalizacdo celular
que sdo cruciais para o desenvolvimento e progressao do cancer. Além disso, 0
resveratrol tem sido investigado por sua capacidade de melhorar a eficacia de
tratamentos convencionais contra o cancer e reduzir os efeitos adversos associados
(Shaito et al., 2020; Singh; George; Ahmad, 2013; Song et al., 2023).

A estrutura quimica do resveratrol consiste em dois anéis aromaticos conectados por
uma ponte de etileno, conferindo-lhe uma configuragdo trans ou cis (Jeandet et al.,
2021). Possui a formula molecular C14H1203 e um peso molecular de 228,24 g/mol. Sua
estrutura quimica é mostrada na Figura 1. A presencga de grupos hidroxila nos anéis
aromaticos contribui para suas propriedades antioxidantes, permitindo a neutralizacdo
de radicais livres e a protegdo das células contra danos oxidativos (Song et al., 2023). A

forma trans € a mais estavel e bioativa, predominando nas fontes naturais. Suas
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propriedades farmacologicas sdo atribuidas a capacidade de interagir com varias
moléculas-alvo dentro das células, modulando a atividade de enzimas, receptores e
fatores de transcrigéo (Shaito et al., 2020; Singh; George; Ahmad, 2013).

Figura 1. Estrutura quimica do trans-resveratrol (A) e cis-resveratrol (B).

OH

A
HO 4
NoH
\
B
HO
HO OH

Fonte: Autoria prépria.

Os mecanismos de acao antitumoral do resveratrol sdo multifacetados. Ele pode
induzir apoptose em células cancerigenas através da ativacdo de vias de sinalizacdo
como a via das caspases e a via da p53 (Fulda; Debatin, 2006). Além disso, o resveratrol
pode inibir a proliferagdo celular ao bloquear o ciclo celular em fases criticas, como G1
e S, através da modulacédo de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (Aggarwal et
al., 2004). Também € capaz de inibir a angiogénese, essencial para o crescimento
tumoral, através da supressao da expressao de fatores pro-angiogénicos como o VEGF
(fator de crescimento endotelial vascular) (Xiao et al., 2024).

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia do resveratrol na inibicdo do
crescimento de celulas de cancer de mama. Por exemplo, Jang et al. (1997) observaram
que o resveratrol induz apoptose e inibe a proliferacdo de células MCF-7. Outro estudo
de Kundu e Surh (2004) relatou que o resveratrol suprime a expressdo de genes
relacionados a invasdo e metastatizacdo tumoral em células MDA-MB-231.1.2. Estudos

mais recentes destacaram que o resveratrol inibe a proliferagcdo de células de cancer de
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mama ao induzir apoptose e modular a expressdo do receptor de estrogénio,
especialmente em células de céncer de mama ER-positivas e HER2-positivas
(Francheschi; Bezerra; Torqueti, 2024).

Além disso, uma pesquisa realizada em 2024 revelou que o resveratrol tem como
alvo epigenético os oncogenes para silenciamento através da hipermetilacdo do DNA.
Essa acdo foi observada em linhas celulares de cancer de mama humano néo invasivo
ER-positivo MCF-7 e altamente invasivo triplo-negativo MCF10CAla. O estudo
mostrou que a exposicdo ao resveratrol levou ao aumento da metilacdo do DNA dentro
de potenciadores génicos especificos, resultando em diminuicdo da expressdao génica e
regulacdo negativa das vias de sinalizacdo oncogénicas (Kurzava Kendall et al., 2024).
Adicionalmente, outro estudo relatou que o resveratrol induz a inibicdo do crescimento
e 0 bloqueio da fase S em células de cancer de mama, regulando a expressdo de varias
proteinas relacionadas ao ciclo celular. Isso foi sustentado pela observacdo da redugéo
nos marcadores de proliferacdo e um aumento nos marcadores indicativos de arresto do

ciclo celular e apoptose (Joe et al., 2024).

O resveratrol € um composto hidrofébico, evidenciado por seu valor de log P de 3,0.
Devido a sua natureza lipofilica, o resveratrol pode atravessar facilmente as membranas
celulares e é bem absorvido pelo epitélio humano. E classificado como composto da
Classe 1l do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica por possuir baixa solubilidade
em éagua (3 mg/100 mL) e alta permeabilidade. No entanto, um problema comum com
farmacos de baixa solubilidade aquosa € a dificuldade de alcancar as células ou tecidos
alvo em concentracGes adequadas para exercer sua acao terapéutica. Essas limitaces
tém incentivado a busca por métodos alternativos para aumentar a biodisponibilidade do

resveratrol e seus derivados (Jeandet et al., 2021).

3.3 Importancia das nanoparticulas no tratamento do cancer

As nanoparticulas representam uma estratégia inovadora e eficaz para a entrega de
farmacos no tratamento do cancer. Sua capacidade de melhorar a solubilidade,
biodisponibilidade e estabilidade e toxicidade dos farmacos, além de permitir uma
liberacdo controlada e direcionada, torna-as altamente vantajosas em comparagao as

formas convencionais de administracdo de medicamentos (Wang et al., 2012).

A nanotecnologia é uma area interdisciplinar de ciéncia e engenharia dedicada a

manipulagdo da matéria em uma escala atbmica e molecular, geralmente inferior a 500
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nandmetros. As nanoparticulas, que sdo uma das principais formas de nanomateriais,
possuem propriedades fisicas e quimicas Unicas devido & sua alta razdo superficie-
volume e efeitos quénticos. Estas caracteristicas permitem que as nanoparticulas
interajam de maneiras inovadoras com células biologicas, tornando-as ideais para
aplicacdes médicas como a entrega de farmacos e a terapia dirigida (Karunakaran et al.,
2023).

As nanoparticulas podem ser classificadas de acordo com sua composicdo, estrutura
e funcdo. Nanoparticulas de 6xidos metalicos sdo comumente utilizadas em fotocatalise,
protecdo UV em cosmeéticos, e em aplicagbes biomédicas como agentes de contraste em
imagens por ressonancia magnética. As nanoparticulas de ouro (AuNPs), prata (AgNPs)
e nanotubos de carbono (CNTs) com utilizacdo em biossensores, revestimentos de
dispositivos médicos; Quantum Dots utilizados em bioimagem, monitores de alta
resolucdo, e dispositivos fotovoltaicos devido as suas propriedades de fluorescéncia;
Lipossomas para entrega de farmacos e vacinas, dendrimeros, e nanoparticulas
poliméricas, usadas na entrega controlada de farmacos, engenharia de tecidos, e
dispositivos medicos devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade (Joseph et
al., 2022; Karunakaran et al., 2023; Zanbak Cotaoglu; Kose Ozkan; Ozkan, 2023).

Nanoparticulas poliméricas podem ser projetadas para alcancar a liberacdo
sustentada e controlada de farmacos, reduzindo a frequéncia de administracdo e
melhorando a aderéncia ao tratamento. Sua alta area de superficie permite a conjugacao
com ligantes especificos, direcionando a entrega do farmaco diretamente as células
cancerigenas e minimizando os efeitos colaterais sistémicos. Além disso, as
nanoparticulas podem atravessar barreiras bioldgicas, como a barreira hematoencefalica,

aumentando a eficacia terapéutica em canceres de dificil acesso (Sun et al., 2023).

As nanoparticulas poliméricas desempenham diversas fun¢es no campo da entrega
de farmacos. Elas podem melhorar a eficacia terapéutica dos medicamentos ao
promover a solubilidade e a permeabilidade dos compostos ativos, facilitando sua
absorcdo celular e biodisponibilidade (Lee et al., 2022). Além disso, nanoparticulas
podem reduzir a toxicidade sisttmica dos farmacos ao permitir uma liberagdo
controlada e direcionada, minimizando os efeitos colaterais e a exposic¢do a tecidos néo-
alvo. Essas particulas também protegem os ativos de degradacédo precoce, mantendo sua

estabilidade e prolongando sua acdo no organismo. Por essas razdes, a utilizacdo de
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nanoparticulas é uma estratégia promissora para melhorar a eficiéncia e seguranca dos

tratamentos farmacoldgicos (Ali et al., 2024).

Desde a introducdo das primeiras nanoparticulas de lipossomas para a quimioterapia
nos anos 1990, o campo das nanoparticulas tem evoluido rapidamente (Allen & Cullis,
2004). Novas geracBes de nanoparticulas, incluindo polimeros biodegradaveis como a
poli (e-caprolactona) (PCL), tém sido desenvolvidas para melhorar ainda mais a
especificidade e eficacia dos tratamentos oncologicos. Estudos clinicos e pré-clinicos
continuam a expandir o conhecimento sobre a aplicacdo dessas tecnologias, abrindo

caminho para terapias mais precisas e personalizadas (Torchilin, 2005).

A PCL é um polimero biodegradavel amplamente utilizado na fabricacdo de
nanoparticulas devido as suas propriedades fisicas e quimicas favoraveis, como boa
biocompatibilidade, biodegradabilidade lenta e capacidade de formar estruturas estaveis
para a entrega controlada de farmacos. Este polimero € particularmente atraente para
aplicacdes em nanomedicina, pois sua lenta taxa de degradacdo permite uma liberacédo
prolongada de medicamentos, tornando-o ideal para terapias que requerem um perfil de
liberacdo sustentado. Além disso, sua compatibilidade com uma ampla gama de
farmacos, tanto hidrofilicos quanto hidrofobicos, e a facilidade de modificacdo quimica
para incorporar ligantes especificos ampliam suas aplicacbes em tratamentos
personalizados e direcionados (BHADRAN et al., 2023; ONEY-MONTALVO et al.,
2024).

Dentro da categoria de nanoparticulas poliméricas, as nanoesferas e as nanocapsulas
sdo dois tipos principais que diferem em sua estrutura e funcdo. As nanoesferas séo
sistemas matriciais sélidos nos quais o farmaco é distribuido ao longo de toda a matriz
polimérica, permitindo uma liberacdo controlada do principio ativo ao longo do tempo.
Este tipo de nanoparticula é especialmente Util para medicamentos que necessitam de
uma liberacdo prolongada e constante. Em contraste, as nanocapsulas apresentam uma
estrutura central de reservatério, onde o farmaco € encapsulado em um nucleo liquido
ou solido, envolto por uma camada polimérica. Essa estrutura oferece uma liberagcdo
mais direcionada e controlada, sendo muitas vezes utilizada para transportar farmacos
que precisam ser protegidos de degradacdo até chegarem ao seu alvo especifico no

organismo (Alshawwa et al., 2022; Mora-Huertas; Fessi; Elaissari, 2010).
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3.4  Métodos de obtencdo de nanoparticulas

A obtencdo de nanoparticulas poliméricas, como as de PCL, podem ser
realizadas por vérias técnicas, cada uma com suas vantagens e desvantagens. Entre os
métodos mais comuns estdo a nanoprecipitacdo e a emulsdo-evaporagdo de solvente. A
nanoprecipitacdo, também conhecida como deslocamento de solvente, € um método
simples e rapido para a preparacdo de nanoparticulas. Envolve a adi¢do de uma solucéo
organica contendo o polimero e o farmaco a uma solugdo aquosa contendo um
surfactante. A rapida difusdo do solvente orgénico na fase aquosa resulta na
precipitacdo das nanoparticulas. E um método simples, rapido e ndo requer altas
temperaturas, sendo adequado para polimeros sensiveis ao calor. No entanto, a escolha
dos solventes é crucial para evitar toxicidade residual (Zielinska et al., 2020). A
evaporacao do solvente organico com pressdo reduzida ou agitacdo continua resulta na

formacdo de nanoparticulas (Gagliardi et al., 2021).

A encapsulagdo do resveratrol em nanoparticulas de PCL visa melhorar sua
estabilidade, biodisponibilidade e eficacia terapéutica. A incorporacdo do resveratrol
pode ser realizada durante a sintese das nanoparticulas, misturando-o com o polimero na
fase organica. Alternativamente, pode-se utilizar a técnica de adsor¢éo pos-sintese, onde
o0 resveratrol é adsorvido na superficie das nanoparticulas preparadas (Neves et al.,
2016). A eficiéncia de encapsulacdo do resveratrol depende de varios fatores, incluindo
a solubilidade do farmaco no polimero, a interacdo entre o farmaco e o polimero, e as
condicdes de sintese. A otimizacdo desses fatores é essencial para maximizar a carga do
farmaco nas nanoparticulas e garantir uma liberacdo controlada e eficiente (Kumar et
al., 2018).

A otimizacdo dos parametros de sintese é crucial para obter nanoparticulas com
caracteristicas desejadas. Parametros como a concentracdo de polimero, razdo
polimero/farmaco, tipo e concentracdo de surfactante, e condi¢cdes de agitacdo podem
influenciar significativamente o tamanho das particulas, eficiéncia de encapsulamento e
estabilidade das nanoparticulas (Costa et al., 2016). O uso de ferramentas da qualidade
como o Design of Experiments (DoE) permite a avaliagdo sistematica desses fatores,
facilitando a identificagdo das condig¢Ges otimas de sintese (Montgomery, 2017).
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3.5 Quality by Design na producao de nanoparticulas

O Quality by Design (QbD) é uma abordagem sistematica para o
desenvolvimento de produtos que enfatiza o entendimento profundo do processo de
fabricacdo e o controle de variabilidades para garantir a qualidade do produto final. O
QbD ajuda a identificar e controlar os fatores criticos que influenciam as caracteristicas
das nanoparticulas, como o tamanho e sua distribuicéo, eficiéncia de encapsulacéo e
estabilidade. A primeira etapa na aplicacdo do QbD é definir claramente os objetivos de
qualidade do produto final, conhecidos como Quality Target Product Profile (QTPP).
Para nanoparticulas, isso pode incluir especificacdes de tamanho, PDI, eficiéncia de
encapsulacdo, taxa de liberacdo do farmaco, biocompatibilidade e estabilidade (ICH
Q8(R2), 2009).

A identificacdo dos Atributos Criticos de Qualidade (CQAs) devem ser
controladas para garantir que o produto final atenda ao QTPP. Para as nanoparticulas, 0s
CQAs mais utilizados incluem, o tamanho das particulas e o indice de polidisperséo, a
eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, o potencial zeta e a estabilidade fisica e quimica
da formulacdo. Concomitantemente deve-se determinar os Parametros Criticos do
Processo (CPPs), ou seja, variaveis do processo de fabricacdo que tém impacto
significativo nos CQAs. Na producdo de nanoparticulas, os CPPs podem incluir a
concentracdo do polimero e do farmaco, a taxa de agitacdo e temperatura durante a
producdo, e o tempo e condi¢cdes de evaporacdo do solvente (Camacho Vieira et al.,
2024).

Os Atributos Criticos de Material (CMAS) sdo propriedades fisicas, quimicas,
bioldgicas ou microbioldgicas de matérias-primas e outros insumos que podem impactar
a qualidade do produto final. Os CMAs sdo determinados com base no impacto que tém
sobre os Atributos Criticos de Qualidade (CQAs) do produto final. Os CMAs comuns
para a producdo de nanoparticulas incluem por exemplo, o tipo e a qualidade do
polimero utilizado, as propriedades fisico-quimicas do farmaco (como solubilidade,
estabilidade e estrutura molecular) e o tipo e concentragdo de surfactante (Buya;
Mahlangu; Witika, 2024).

A gestdo eficaz dos CPPs e CMAs na producdo de nanoparticulas traz varios
beneficios relacionados a consisténcia na qualidade do produto, com a garantia de que

cada lote de nanoparticulas atenda aos requisitos de qualidade, e redugdo da
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variabilidade no processo de fabricacdo, resultando em um produto final mais
consistente. Estudos recentes tém demonstrado a importancia de uma gestéo eficaz dos
CMAs na producdo de nanoparticulas. Por exemplo, a escolha correta do surfactante e
sua concentracdo foram cruciais para a formacdo de nanoparticulas de tamanho
uniforme com alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, conforme relatado por Saha
et al. (2021). Essa gestdo pode ser otimizada através do uso do DoE (Design of
Experiments), que permite planejar e otimizar as formulacGes de maneira sistematica e

eficiente, identificando as melhores condicdes para a producéo de nanoparticulas.
3.6 Caracterizacao fisico-quimica e morfologica

3.6.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica utilizada para a caracterizacdo de materiais, amplamente utilizada em diversas
areas, incluindo a quimica, ciéncia dos materiais e nanotecnologia. A FTIR baseia-se na
absorcdo de radiacdo infravermelha pelas moléculas, resultando em transi¢cdes
vibracionais que sdo especificas para diferentes grupos funcionais presentes na amostra.
Os principios fundamentais da FTIR envolvem a interacdo de radiacdo infravermelha
com a amostra, onde a energia é absorvida em frequéncias especificas correspondentes

as vibracdes moleculares (Melo et al., 2023).

Cada tipo de ligacdo quimica em uma molécula absorve a radiacdo
infravermelha em uma frequéncia caracteristica, criando um espectro que pode ser visto
como uma "impressao digital" Unica da amostra. A FTIR possui diversas aplicacdes na
caracterizacdo de nanoparticulas, sendo utilizada para confirmar a presenca do polimero
e do farmaco encapsulado, bem como para verificar a integridade quimica das
nanoparticulas. Por exemplo, as bandas caracteristicas de absor¢do do PCL, tais como
as bandas de estiramento do C=0 e do C-O-C, podem ser monitoradas para assegurar
que o polimero esta presente e ndo sofreu degradacdo durante o processo de sintese
(Smith, 2011).

O processo de obtengdo de um espectro FTIR envolve a preparagdo da amostra,
gue pode ser analisada na forma de pastilha de KBr, filme fino ou suspensdo liquida. A
amostra é entdo exposta a um feixe de luz infravermelha, e a intensidade da luz
transmitida € medida em funcdo do comprimento de onda, resultando no espectro de

absorcéo infravermelha. A anéalise do espectro permite identificar os picos de absor¢édo

28



correspondentes a diferentes modos vibracionais das moléculas na amostra. No caso das
nanoparticulas de PCL carregadas com resveratrol, a FTIR pode ser empregado para
confirmar a incorporacdo do resveratrol e avaliar possiveis interagdes quimicas entre o

resveratrol e a matriz polimérica (Gurler et al., 2019).

3.6.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

A Difracdo de Raios-X (DRX) é uma técnica analitica utilizada para a
caracterizagdo estrutural de materiais cristalinos. Esta técnica baseia-se na difracdo de
raios-X por atomos em uma estrutura cristalina, fornecendo informacdes detalhadas
sobre a organizacdo atdmica do material. Quando um feixe de raios-X incide sobre um
cristal, resulta em um padrdo de difracdo que € especifico para a estrutura cristalina do
material analisado. A técnica de DRX é particularmente importante para a
caracterizacdo de nanoparticulas, pois permite determinar a fase cristalina, o tamanho

dos cristais, a tensdo e a desordem cristalina (Melo et al., 2023).

Em materiais nanoestruturados, onde as propriedades dependem fortemente da
estrutura atdmica e da morfologia, a DRX fornece informac6es criticas que ajudam a
entender e controlar as propriedades do material. A analise de padrdes de difracdo pode
revelar a presenca de diferentes fases cristalinas e quantificar suas proporgdes, o que é
essencial para o desenvolvimento de nanoparticulas com propriedades otimizadas
(Gond et al., 2022). Além disso, a DRX pode ser usada para monitorar a estabilidade
das nanoparticulas ao longo do tempo, detectando possiveis mudancas na estrutura
cristalina que possam indicar degradacdo ou interagdo com o ambiente (Shokrieh;
Ghanei Mohammadi, 2021).

Em sistemas de entrega de farmacos, como nanoparticulas de PCL carregadas
com resveratrol, a DRX é usada para confirmar a cristalinidade do polimero e do
farmaco encapsulado. Esta informacdo € crucial para garantir que o processo de
encapsulamento nédo alterou a estrutura cristalina do farmaco, o que poderia afetar sua
biodisponibilidade e eficicia terapéutica. O padrdo de difracdo pode revelar mudangas
na estrutura cristalina do resveratrol apos a encapsulagéo, indicando se o farmaco esta
presente em forma cristalina ou amorfa dentro das nanoparticulas. A presenca do
resveratrol em uma forma amorfa geralmente esta associada a uma melhor solubilidade
e biodisponibilidade (Wang; Komine; Gotoh, 2022).
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3.6.3 Microscopia Eletronica

A Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET) é uma técnica utilizada para
visualizar a estrutura interna de materiais a nivel nanométrico. No MET, um feixe de
elétrons € transmitido através de uma amostra extremamente fina, a medida que os
elétrons interagem com a amostra, eles sdo dispersos e a imagem resultante é formada a
partir dos elétrons que passam pela amostra e sdo capturados em um detector abaixo
dela (Stachowiak et al., 2004).

A MET permite a visualizacdo de detalhes estruturais com resolucéo atdmica, 0
que é crucial para a analise de materiais nanometricos, incluindo nanoparticulas,
biomateriais e complexos de proteinas. Um dos principais usos do MET é na
determinacdo da morfologia e estrutura interna de nanoparticulas. Essa técnica pode
revelar informacGes sobre o tamanho, forma, distribuicdo de tamanho, estrutura de
nucleo-casca e a presenca de defeitos ou inclusbes dentro das nanoparticulas (Egerton,
2005).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) sdo técnicas poderosas para avaliar a morfologia e o tamanho das
nanoparticulas. A MEV fornece imagens detalhadas da superficie das nanoparticulas,
enquanto a MET oferece imagens de alta resolucdo que permitem observar a estrutura
interna das particulas. Essas técnicas sdo essenciais para garantir que as nanoparticulas
tenham um tamanho uniforme e uma morfologia adequada para a liberacdo controlada

do farmaco (Hong et al., 2020).

3.6.4 Tamanho médio, indice de polidisperséo, e potencial Zeta

O tamanho médio das nanoparticulas é uma caracteristica fundamental que
influencia suas propriedades fisico-quimicas, bioldgicas e farmacocinéticas. Em
sistemas de entrega de farmacos, como as nanoparticulas de poli(e-caprolactona) (PCL)
carregadas com resveratrol, o tamanho das particulas pode afetar a taxa de liberacdo do
farmaco, a biodistribuicdo, a internalizacdo celular e a eficacia terapéutica (Danaei et
al., 2018). A técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS) é comumente usada para
determinar o tamanho médio das nanoparticulas. No DLS, um feixe de laser é passado
através de uma suspensdo de nanoparticulas, e a flutuacdo na intensidade da luz

dispersada causada pelo movimento Browniano das particulas é analisada. Esta técnica
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fornece ndo apenas o tamanho médio, mas também a distribuicdo de tamanho das

particulas na amostra (Bhattacharjee, 2016).

O indice de polidispersdo (PDI) é uma medida da distribuicdo de tamanho das
nanoparticulas em uma suspensdo. Um PDI baixo (<0,3) indica uma distribui¢do de
tamanho estreita e homogénea, enquanto um PDI alto (préximo de um) indica uma
distribuicdo de tamanho ampla e heterogénea. A homogeneidade do tamanho das
particulas é crucial para garantir a consisténcia na liberacdo do farmaco e na resposta
bioldgica (Alonso-Gonzalez et al., 2022). A analise de PDI também é realizada usando
DLS. O PDI é derivado da andlise de autocorrelacdo dos dados de DLS e fornece uma
visdo sobre a uniformidade das particulas. Para aplica¢fes biomédicas, um PDI inferior
a 0,3 é geralmente desejavel, pois indica uma distribuicdo de tamanho uniforme e

controlada (Jiang et al., 2008).

O potencial zeta € uma medida da carga superficial das nanoparticulas e é crucial
para entender a estabilidade coloidal das suspensdes de nanoparticulas. Ele representa o
potencial elétrico na interface de deslizamento ao redor da particula e influencia a
repulsdo eletrostatica entre particulas, afetando assim a estabilidade da suspensdo. Um
potencial zeta alto (positivo ou negativo, £[30|] mV) indica uma suspensao estavel
devido a forte repulsdo entre particulas carregadas, prevenindo a agregacdo (Souza;
Saez; Mansur, 2023). A medicdo do potencial zeta é realizada usando técnicas como a
eletroforese de particulas, onde a mobilidade das particulas em um campo elétrico €
medida e convertida no potencial zeta. O potencial zeta também pode influenciar a
interacdo das nanoparticulas com células e biomoléculas, afetando a eficiéncia de

entrega do farmaco e a biodistribuicdo (Alonso-Gonzalez et al., 2022).

3.7 Ensaio de liberacéo in vitro

Apos a realizacdo de todas as caracterizacBes e avaliacdo da qualidade das
nanoparticulas, se faz necessario avaliar o desempenho in vitro do sistema de entrega. O
ensaio de liberacdo in vitro € um método utilizado para avaliar a taxa e a quantidade de
farmaco liberado de um sistema de entrega ao longo do tempo. Esse ensaio simula as
condicdes fisioldgicas para prever o comportamento de liberagdo do farmaco in vivo
(Yu et al., 2019). Algumas técnicas podem ser utilizadas para determinar o padrdo de
liberacdo in vitro de farmacos encapsulados em nanoparticulas, como a agitagdo

realizada por centrifugacdo/ultracentrifugacdo, atraves de células de difusdo
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compartimentadas com membranas artificiais ou bioldgicas, método de ultrafiltracdo ou
difusdo atraves de bolsa de dialise, este tltimo sendo o mais utilizado para ensaios de
liberacdo (Jain; Thareja, 2019).

No método de difusdo através da bolsa de dialise, as nanoparticulas carregadas
com o farmaco sdo colocadas dentro de uma bolsa feita de uma membrana
semipermeavel, com poro previamente definido, que permite a passagem do farmaco,
mas ndo das nanoparticulas. A bolsa de dialise é imersa em um meio de liberacéo e
mantida sob agitacdo constante. Em intervalos de tempo predeterminados, amostras do
meio de liberacdo sdo coletadas e substituidas por volumes iguais de meio fresco para
manter as condi¢des sink e em seguida as aliquotas sdo analisadas para quantificar a
quantidade de farmaco liberado. As aliquotas coletadas sdo analisadas por técnicas
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou espectrofotometria UV-Vis
para quantificar a quantidade de farmaco liberado. A anélise dos dados permite a
determinacdo de parametros cinéticos de liberagdo, como a quantidade total liberada, a

taxa de liberacdo e os mecanismos de liberacdo (Adepu; Ramakrishna, 2021).

Cada mecanismo influencia a cinética de liberacéo e a eficiéncia terapéutica do
farmaco. Dentre os mecanismos fisicos e quimicos que governam a liberacdo de
farmacos estdo a erosdo, difusdo e degradacdo. A difusdo é um dos mecanismos mais
comuns de liberacao de farmacos a partir de matrizes poliméricas e sistemas de entrega.
Neste processo, o farmaco se move de uma area de alta concentracdo dentro do sistema
de entrega para uma area de baixa concentracdo no meio de liberacdo, seguindo a lei de
Fick. A difusdo é governada por fatores como a solubilidade do farmaco, o tamanho das
particulas, a porosidade da matriz e a interacdo entre o farmaco e o polimero

(Guimaraes; Cavaco-Paulo; Nogueira, 2021; Lagreca et al., 2020).

A erosdo € um mecanismo de liberacdo que envolve a degradacéo e a dissolucédo
do material polimérico que compde o sistema de entrega. A erosdo € influenciada pela
natureza do polimero, a presenca de enzimas degradativas, a velocidade de difusdo de
agua no polimero e a estabilidade do fa&rmaco no ambiente de liberagdo (Mirciou et al.,
2019). A difuséo através da matriz ocorre quando um polimero hidrofilico absorve dgua
e expande, aumentando a difusdo do farmaco. Este mecanismo é particularmente
relevante para sistemas de entrega baseados em hidrogeis. O processo de inchamento
aumenta a mobilidade do farmaco e facilita sua difusdo para fora da matriz (Korsmeyer;
Lustig; Peppas, 1986; Talevi; Ruiz, 2022).
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A degradacdo enzimatica € um processo em que enzimas presentes no ambiente
de liberacdo atacam o material polimérico, degradando-o e liberando o farmaco. Este
mecanismo é frequentemente observado em sistemas de entrega de farmacos baseados
em polimeros naturais, como a quitosana e o colageno. A taxa de degradacdo e a
liberacdo do farmaco dependem da concentracéo e atividade das enzimas, bem como da
estrutura do polimero (Dwivedi et al., 2020). Também existe a possibilidade de ocorrer
mecanismos combinados, sendo assim, os modelos matematicos de liberagdo in vitro
podem ser utilizados tanto para determinar o0 mecanismo especifico de liberacdo, como

também para classificar o tipo de transporte envolvido no processo.

Os modelos ajudam a prever a cinética de liberagdo, permitindo a otimizacdo dos
sistemas para atingir uma liberacdo controlada e eficaz. O modelo de ordem zero
descreve uma liberacdo de farmaco onde a quantidade de farmaco liberado por unidade
de tempo é constante, independentemente da concentracdo remanescente no sistema.
Este modelo é aplicavel a sistemas de liberagdo onde o farmaco é liberado a uma taxa
constante, como em implantes de liberacdo controlada (Mircioiu et al., 2019). O modelo
de primeira ordem assume que a taxa de liberacdo do farmaco é proporcional a
quantidade de farmaco remanescente no sistema. Este modelo é frequentemente usado
para descrever a liberagdo de farmacos de matrizes porosas e sistemas de difusdo
(Adepu; Ramakrishna, 2021; Yu et al., 2019).

O modelo de Higuchi é utilizado para descrever a liberacdo de farmacos de
sistemas matriciais, especialmente aqueles baseados em difusdo. Este modelo é
aplicavel a sistemas onde a liberacdo de farmaco é controlada pela difusdo através de
uma matriz homogénea (Paul, 2011). O modelo de Hixson-Crowell é utilizado para
descrever a liberacdo de farmacos em situacdes em que a taxa de liberacdo é
influenciada pela mudanca na area de superficie do sistema de entrega. Esse modelo é
particularmente relevante para formas farmacéuticas sélidas, como comprimidos, onde a
dissolugdo e a erosdo alteram a superficie disponivel para a liberacdo do farmaco ao
longo do tempo (Rehman et al., 2020). O modelo de Korsmeyer-Peppas € uma equacao
empirica utilizada para descrever a liberagdo de farmacos de sistemas poliméricos
quando os mecanismos de liberagdo ndo sdo bem conhecidos ou s&o complexos
(Korsmeyer; Lustig; Peppas, 1986; Talevi; Ruiz, 2022). A cinética de liberacdo de
farmacos € influenciada por diversos fatores, principalmente o tipo de nanoparticula,

sua composicéo, a estrutura da matriz polimérica, a quantidade de farmaco encapsulado
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e a forma como o farmaco estd disperso no sistema. Essas caracteristicas fisico-
quimicas das nanoparticulas também determinam seu desempenho em outros ensaios,

incluindo estabilidade, biodisponibilidade e eficacia terapéutica.

3.8 Anélise citotdxica in vitro

A analise citotdxica in vitro é uma técnica crucial para avaliar a eficacia e a
seguranca de novas terapias anticancerigenas, como nanoparticulas carregadas com
farmacos. Este ensaio mede a capacidade de um composto ou formulacdo de induzir
morte celular ou inibir o crescimento celular em culturas de células de céncer. Para
realizar a andlise citotoxica in vitro, sdo utilizadas linhagens celulares representativas,
como L929 (fibroblastos de camundongo) e RAW 264.7 (macr6fagos de camundongo).
Essas linhagens sdo escolhidas por suas caracteristicas especificas e pela facilidade de
manutencdo em cultura. A L929 é frequentemente usada em normas internacionais para
testes de citotoxicidade de materiais médicos, enquanto a RAW 264.7 € valiosa para
investigar interagcBes imunoldgicas devido a sua origem de macrofagos. As células séo
cultivadas em placas de cultura e tratadas com diferentes concentragdes do farmaco ou

sistema a ser estudado (Panneerselvam et al., 2024).

A viabilidade celular ap6s o tratamento € avaliada usando ensaios de viabilidade celular,
como o ensaio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetraz6lio brometo), que mede
a atividade mitocondrial como um indicador da viabilidade celular. No ensaio MTT, o
corante tetrazolio é reduzido pelas células viaveis a um produto formazan insolavel, que
pode ser dissolvido e quantificado espectrofotometricamente (Kari et al., 2022;
Mosmann, 1983). A analise dos dados de viabilidade celular permite a determinacéo da
concentracdo inibitéria média (IC50), que é a concentracdo do farmaco necessaria para
reduzir a viabilidade celular em 50%. Este parametro é fundamental para comparar a
eficacia citotoxica das nanoparticulas carregadas com o farmaco, o farmaco sua forma

livre e outros tratamentos ja estabelecidos (Nair; Sujith, 2023).

Além dos ensaios de viabilidade, técnicas como citometria de fluxo podem ser
usadas para avaliar a apoptose e a necrose celular. A citometria de fluxo permite a
quantificacdo de células apoptoticas e necroticas com base em marcadores especificos,
como a anexina V e o iodeto de propidio. Esses estudos fornecem uma compreensdo
abrangente da eficicia terapéutica e do perfil de seguranga das nanoparticulas,

informando o desenvolvimento e a otimizagdo de novas terapias para o tratamento do
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cancer de mama (Kari et al., 2022). Dessa maneira, 0s ensaios de citotoxicidade in vitro
permitem a selecdo de materiais mais adequados para aplicagdes in vivo, reduzindo a
necessidade de testes experimentais em animais e promovem uma abordagem mais ética
e eficiente no desenvolvimento de novos tratamentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Resveratrol foi gentilmente doado pela Pharmapele (Recife, Brasil). O polimero
poli e-caprolactona (PCL) e o surfactante Span™80 (monooleato de sorbitano) foram
adquiridos na Merck (Darmstadt, Alemanha). O Alckest® CSO 300 (6leo de ricino
etoxilado EO30) foi doado pela MCassab (S&o Paulo, Brasil). O 6leo de semente de
gergelim foi doado pela Croda Pharma (East Yorkshire, Inglaterra). Agua ultrapura foi
obtida pelo equipamento MilliQ water Ultrapure Simplicity® (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Outros produtos quimicos, como acetona e solventes de grau analitico,

foram adquiridos da Quimica Moderna (S&o Paulo, Brasil).
4.2  Meétodos

4.2.1 Estudo de compatibilidade

O ensaio de compatibilidade farmaco-excipiente foi conduzido para selecionar
0s componentes a serem utilizados no desenvolvimento das nanoparticulas poliméricas.
Foram realizadas analises envolvendo polimeros, surfactantes e o insumo farmacéutico
ativo (IFA), tanto individualmente quanto em misturas bindrias e misturas de
formulacdo completa, utilizando as técnicas de Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC) e Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para
avaliar potenciais incompatibilidades entre os componentes. Alteracdes drasticas, como
deslocamentos, aparecimento ou desaparecimento de eventos térmicos, bem como o
surgimento/desaparecimento de bandas no espectro infravermelho em comparagdo com
o perfil original dos compostos isolados, foram avaliadas para indicagbes de
incompatibilidades. Os componentes que demonstraram compatibilidade foram

utilizados para obter as nanoparticulas poliméricas.

4.2.1.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foi realizada utilizando um DSC-
60 Shimadzu® (Shimadzu, Japdo). Amostras com uma massa de aproximadamente 2,5
+ 0,5 mg das misturas fisicas foram adicionadas ao cadinho de aluminio
hermeticamente selado e submetido a analise sob temperatura de 25 °C a 300 °C, com
razdo de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min. Os eventos

térmicos e a entalpia foram determinados pelo software TA-60 Shimadzu®.
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4.2.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise espectroscopica foi realizada em espectrometro de absor¢do no
infravermelho por transformada de Fourier, modelo 400, marca Perkin Elmer® FTIR-
MIR. As amostras foram caracterizadas empregando-se a técnica de reflexdo total
atenuada (ATR), no modo transmitancia, com resolucéo espectral de 8 cm™ e média de
45 varreduras (scans) por espectro. A regido espectral avaliada foi de 4000 a 550 cm™,

Os espectros obtidos foram comparados aos disponibilizados na literatura.

4.2.2 Validacdo de método analitico para quantificagdo do resveratrol nas

nanoparticulas

A validagdo de métodos analiticos € um processo essencial para garantir a
linearidade, precisdo (repetibilidade), exatiddo, seletividade e robustez do método
utilizado na quantificacdo do resveratrol encapsulado em nanoparticulas. A validacao
foi procedida de acordo com a RDC 166 de 24 de julho de 2017 utilizando o
Espectrofotdmetro UV-Visivel (Shimadzu® UVMini 1240 PC) e Balanca analitica
(Bioprecisa®- FA2104N) (BRASIL, 2017).

4.2.2.1 Seletividade

A seletividade do método analitico deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na
presenca de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas,
diluentes e componentes da matriz (BRASIL, 2017). Esse parametro foi analisado, a
partir de uma leitura comparativa por varredura no espectrofotébmetro UV-Vis (190 nm
— 1000 nm) entre solucBes padrdes feitas com o resveratrol e solugdo sem a adicdo de

resveratrol. Os ensaios foram realizados, em triplicata, na concentragdo de 3,0 pg/mL.

4.2.2.2 Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade
de obter respostas analiticas diretamente proporcionais & concentragdo de um analito em
uma amostra (BRASIL, 2017). Foi preparado 25mL de uma solugdo mée de 100 ng
/mL, e a partir desta solucdo os ensaios foram realizados, em triplicata, obtidas em cinco

niveis de concentracGes diferentes: 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ug/mL.

4.2.2.3 Precisao

A precisdo é um parametro que avalia a proximidade dos resultados obtidos,

através de ensaios com amostras preparadas, de acordo com o método analitico a ser
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validado. O teste de precisdo pode ser expresso através da avaliagdo dos critérios de
repetibilidade. A precisdo do método foi avaliada através da repetibilidade com as
mesmas condigdes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma
Unica corrida analitica e da precisdo intermediaria com variacdo do analista, visando
avaliar a concordancia entre os resultados obtidos da analise de uma mesma amostra, no
mesmo laboratorio, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por operadores
distintos (BRASIL, 2017). Os ensaios foram realizados, em triplicata, obtidas em trés

niveis de concentragdes diferentes: 1,0; 3,0; 5,0 pg/mL.

4.2.2.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagcdo a um
valor aceito como verdadeiro. Devendo ser verificada a partir de, no minimo, nove
determinagfes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, trés
concentragdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel (BRASIL, 2017). Os
ensaios foram realizados, em ftriplicata, obtidas em trés niveis de concentragdes
diferentes: 1,0; 3,0; 5,0 ng/mL.

4.2.2.5 Robustez

Robustez é um pardmetro tipicamente realizado no desenvolvimento do método
analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condicdes analiticas. Na espectrofotometria, 0 parametro robustez pode ser averiguado
pela variagdo de pH da solucéo, diferentes lotes ou fabricantes (BRASIL, 2017). A
robustez do método proposto foi verificada através da variacdo do pH com adicdo de
HCI 0,1M e dos fabricantes de solventes Quimica Moderna e Santa Cruz. Para a
variagdo de pH foram preparadas 3 solu¢des em concentragdes de 1, 3 e 5 pug/mL
representando um ponto baixo, médio e alto da curva, com adi¢do do tampédo HCI 0,1M
na proporc¢éo 1:3.

4.2.2.6 Limite de deteccao e limite de quantificacéao

O limite de deteccdo (LD) é demonstrado pela capacidade de identificar a menor
guantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada, sob as condigdes experimentais estabelecidas. Para
métodos visuais, 0 LD é determinado pela menor concentracdo que permita observar o

efeito visual esperado, com uma relacéo sinal-ruido de pelo menos 2:1.
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experimentais, sendo necessario que a razdo sinal-ruido seja de no minimo 10:1.
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4.2.3 Delineamento experimental e otimizacdo das nanoparticulas

Um design de experimentos (DoE) foi realizado através do software Minitab®
para ajustar todos os pardmetros necessarios para a sintese das nanoparticulas
poliméricas do tipo nanoesfera e nanocépsula, objetivando os melhores parametros de
tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta, ou seja, menor tamanho e PDI, e
maior potencial zeta. As formulagdes testadas foram compostas por diferentes
concentracdes de polimero, e volumes de fase organica e aquosa baseadas em
experimentos prévios como ilustrado na Tabela 1. A otimizacdo foi realizada com o
design Box-Behnken (BBD) usando trés parametros em trés niveis. Os parametros de
otimizacdo selecionados foram a concentragdo de PCL (X1), o volume da fase organica
(X2) e 0 volume da fase aquosa (X3), considerados como pardmetros independentes. Os
trés fatores dependentes considerados foram o tamanho de particula (Tamanho) (Y1), 0
PDI (Y2) e o potencial zeta (PZ) (Y3). Para evitar viés, os ensaios foram conduzidos de

forma aleatéria.

Tabela 2. Planejamento do delineamento experimental de acordo com os fatores e niveis empregados na
producdo de nanoparticulas.

Nanoesfera Nanocéapsula

Parametros Niveis Niveis

() © | (D ©  (+1)

X1 Concentracdo de PCL (% p/p) 0,1 0,15 0,2 0,1 0,15 0,2

X2 Volume de fase orgénica (mL) 20 40 60 10 20 30
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Xz Volume de fase aquosa (mL) 40 80 120 25 82.5 140

4.2.4 Desenvolvimento das nanoparticulas contendo resveratrol

O método de nanoprecipitacdo foi utilizado para preparar as nanoesferas (NS-R)
e nanocapsulas (NC-R). Para obter as nanoesferas com resveratrol, a fase organica foi
produzida solubilizando PCL (0,15%) e resveratrol (10 mg) em acetona (40 mL). O
tensoativo 6leo de ricino etoxilado EO30 (1%) foi solubilizado em agua (40 mL) para
fazer uma fase aquosa. Em seguida, a fase organica foi submetida a aquecimento (50°C)
para dissolucdo completa e resfriada por 10-15 minutos. Depois disso, a fase organica
foi vertida gradualmente na fase aquosa com o auxilio de uma agulha e seringa, a
mistura foi submetida ao ultrasonicador por 1 minuto a uma frequéncia de 70% 850W.
O solvente orgéanico foi entdo removido durante 15 minutos por rotaevaporacdo a 30
rpm, a 40 °C por 15 minutos. Para a producdo de nanocapsulas com resveratrol (NC-R),
além do polimero e do resveratrol na fase orgénica, 6leo de semente de gergelim (25mg)
e Span™B80 (77mg) também foram utilizados para obter a nanocapsula. Diferentemente
da nanoesfera, as nanocapsulas seguem para remocdo do solvente organico sob os

menos parametros sem a necessidade de ser submetida ao ultrasonicador.
4.2.5 Caracterizacdo das nanoparticulas contendo resveratrol
4.2.5.1. Tamanho de particula, indice de polidispersividade e potencial Zeta

O tamanho das nanoparticulas foi calculado utilizando a tecnologia de dispersdo
dindmica de luz no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido). A dispersdo de nanoparticulas (1 mL) foi preparada em agua purificada (800
pulL) misturando com 200 pL das R-NP. A analise do tamanho das particulas foi
conduzida a um angulo de dispersdo de 90° a 25°C. Em seguida, essa dispersdo foi

analisada para potencial zeta por mobilidade eletroforética no mesmo equipamento.
4.2.5.2. Eficiéncia de Encapsulamento (EE%) e Drug Loading (DL%)

A quantidade de resveratrol encapsulada na nanoparticula foi determinada

utilizando espectroscopia UV-Vis e método indireto. A dispersdo de nanoparticulas foi
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centrifugada a 13.000 rpm por 20 minutos. Apos isso, 0 sobrenadante foi coletado e
diluido com etanol. Em seguida, foi quantificado o resveratrol utilizando um
espectrofotobmetro UV-Vis a Amax 307 nm. A EE e DL foram determinadas em

triplicata e calculadas pela Equacéo 1 e 2, respectivamente:
Equacdo 1.

quantidade de farmaco inicial — farmaco recuperado
EE% = , - x 100
quantidade total de farmaco

Equacéo 2.

quantidade de farmaco inicial — farmaco recuperado
DL% = . ; . —— - X 100
quantidade total de farmaco + quantidade inicial de polimero

4.2.5.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR foi realizada para confirmar a incorporacdo do farmaco
nas nanoparticulas dispersas e as possiveis interacbes entre 0s componentes. A
varredura FTIR do resveratrol, PCL e excipientes foi feita usando um espectrometro
IRTracer-100 (Shimadzu®). Todas as amostras estavam em forma de po, e uma
pequena quantidade de cada amostra foi analisada conforme previamente citado no
topico 4.2.1.2.

4.2.5.4. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O resveratrol, PCL e as nanoparticulas foram analisados por DSC, onde 0s
eventos térmicos e a entalpia foram determinados usando o software TA-60

(Shimadzu®) como previamente citado no topico 4.2.1.1.
4.2.5.5. Difragéo de Raios-X (DRX)

O estudo de difracdo de raios X das nanoparticulas foram determinadas pela
andlise de difracdo de raios-X (DRX), obtido usando um difratbmetro Smartlab®
(Rigaku, Japdo), equipado com anodo de cobre, comprimento de onda 1,5443 A. As

amostras foram analisadas no angulo de difracao 26 na faixa de 5 a 60°, com velocidade
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de varredura de 5 °/min e passo de 0,03 °/s (Aminu et al., 2021). A analise foi realizada

no Central multiusuario do Departamento de Fisica da UFPE.
4.2.5.6. Microscopia Eletronica de Varredura por Transmissdo (STEM)

A andlise de STEM foi realizada para confirmar a estrutura esférica das
nanoparticulas. As amostras foram depositadas em um grid recoberto de Formar e
deixados por 3 min. O excesso €é retirado com papel filtro, seguido da adi¢édo de acido
fosfotungico (PTA) como contraste, sob repouso de 1min. Apds, 0 excesso é retirado e
0s grids sdo guardados para secagem em temperatura ambiente. As amostras foram
entdo visualizadas por STEM, no equipamento ZEISS SUPRA 55VP, sob aceleracdo de
30Kv. As analises foram realizadas no Laboratorio Multiusuarios do Departamento de

Fisica. A forma e o tamanho das nanoparticulas poliméricas foram registrados.
4.2.5.7. Estudo de estabilidade coloidal

A estabilidade das nanoparticulas foi verificada através do armazenamento
durante seis meses (30° + 2°C). As aliquotas foram retiradas e avaliadas quanto ao
tamanho das particulas, PDI, potencial zeta e aparéncia fisica em 7, 15, 30, 60, 90 e 180

dias.

4.2.6 Ensaio de liberacao in vitro

Os ensaios de liberagdo in vitro das nanoparticulas foram realizados usando a
técnica de bolsa de dialise, conforme descrito por Luan et al. (2015). As membranas de
dialise de acetato de celulose, com porosidade de 12-14 kDa (SERVAPOR®,
Alemanha), foram previamente hidratadas em agua ultrapura por 12 horas. Cada bolsa
de didlise foi preenchida com 1 mL de solucdo contendo resveratrol livre e
nanoparticulas dispersas e posteriormente selada. Em seguida, as bolsas foram imersas
em béqueres contendo 60 mL de meio de liberagdo, mantidos a 37 = 1°C com agitagéo a
100 rpm em banho-maria. O ensaio foi conduzido sequencialmente em diferentes meios
simulando condic¢Ges gastrointestinais, com 2 horas em HCI 1,2 M (meio gastrico), 4
horas em tampédo fosfato pH 6,8 (meio intestinal) e tampdo fosfato pH 7,4 (meio
circulatério), até o término do experimento. A cada intervalo de tempo (de 15 minutos a
48 horas), foram retirados 2 mL do meio de liberagdo, e repostos mais 2mL para

manutencdo da condicdo sink, para analise da concentracdo de resveratrol por
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espectroscopia UV-Vis, seguindo o método descrito na secdo 4.2.4.2, utilizando uma
curva analitica previamente preparada para concentra¢des entre 1 e 5 pg/mL. A solucao
de etanol foi usada como referéncia zero, enquanto as solu¢des tampdo de cada etapa
serviram como branco. Os resultados foram expressos como a porcentagem cumulativa
de farmaco liberado ao longo do tempo, calculada com base na quantidade total
inicialmente adicionada ao ensaio. A cinética de liberacdo do farmaco foi estimada
usando o DDSolver, a fim de encontrar o modelo cinético mais adequado. Foram
testados os modelos ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Peppas-
Sahlin e Hixon-Crowell. O coeficiente de determinacdo (R2) e o coeficiente de
determinacdo ajustado (R2-ajustado) foram calculados para determinar o modelo de

melhor ajuste.

4.2.7 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

A linhagem celular utilizada para avalia¢do da citotoxicidade nesta pesquisa € a
L929, que é uma linha de células do tipo fibroblastos. A cultura celular foi realizada em
frascos contendo meio de cultura DMEM com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS) e
1% (v/v) de antibidtico penicilina-estereptomicina X1 (Pen-Strep). Apos a contagem do
namero de células com um hemacitdmetro, essas células foram plaqueadas com uma
densidade de 1x10° células/mL e 100 pl por pogo de meio em placas de 96 pocos e
cultivadas por 18-24 horas. Os meios foram descartados e substituidos por meio de
cultura contendo diferentes concentra¢fes das nanoparticulas e do farmaco, (1,56 a 25
pg/mL) incubando a 37 °C por 72 horas. 25 ul de solugdo de MTT com concentragdo de
0,5 mg/ml foi adicionada a cada pogo e incubada por 3 horas. A solugcdo de MTT foi
removida dos pogos e 100 ul de DMSO foi adicionado a cada poco para dissolver os
cristais de formazan. A absorbancia oOptica da solucdo roxa de formazan a 540 nm foi
medida por um leitor de ELISA. Os resultados foram calculados como porcentagem de
reducdo de viabilidade celular em relagcdo ao controle feito com células cultivadas
apenas com meio DMEM.

4.2.8 Andlise estatistica

A média e o desvio padrdo foram calculados para todo o conjunto de dados. A
ANOVA unidirecional dos dados foi realizada utilizando o software Statistica, EUA,

onde p < 0,05 indica uma diferenca estatisticamente significativa.

43



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de compatibilidade

As incompatibilidades entre o resveratrol e os excipientes podem ser detectadas
por diversas alteracfes, como mudancas na coloracdo ou na aparéncia, propriedades
mecanicas (como a dureza de medicamentos em formas farmacéuticas solidas), perfil de
dissolucgdo, transformacbes na forma fisica, variagdes no ponto de fusdo e perda por
sublimacdo, entre outros. Essas incompatibilidades podem ocorrer nas interagoes
farmaco-excipiente, excipiente-excipiente e farmaco-farmaco no caso de formas
farmacéuticas que contém combinacdes de farmacos. Portanto, a eficacia e a seguranca
de um medicamento dependem principalmente de suas propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas, além dos processos de fabricacdo, que sdo altamente influenciados pelas

interacdes entre o farmaco e os excipientes (Ebrahimi et al., 2024; Jain; Shah, 2023).

Os estudos de compatibilidade entre os componentes das formula¢Ges foram
conduzidos através da avaliacdo dos espectros de FTIR e curvas de DSC. Nas curvas de
DSC, ilustradas na Figura 2, podem ser identificados na curva do PCL (vermelho) um
pico caracteristico da sua fusdo em 61,83 °C. Na curva do resveratrol (preto), foi
possivel identificar um pico caracteristico da sua fusdo em 266,2°C. Em seguida, estdo
representadas as curvas de eventos dos tensoativos 1, 6leo de ricino etoxilado EO30 e
tensoativo 2, o0 monooleato de sorbitano (Span80). Para o PEG-30, Span80 e o 6leo
utilizado para a producdo das nanocapsulas ndo foram visualizados eventos na faixa
estudada, visto que sdo substancias liquidas amorfas com eventos de decomposicdo
acima de 290 °C.
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Figura 2. Curvas de DSC de substancias isoladas, misturas fisicas binarias e ternarias.
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Fonte: Autoria propria.

Legenda: Resv: Resveratrol, PCL: Policaprolactona, PR: Polimero/Resveratrol, PRT:

Polimero/Resveratrol/Tensoativol, PRTTO: Polimero/Resveratrol/Tensoativol/Tensoativo2/Oleo

Na curva da mistura binaria (PR) é possivel observar os picos endotérmicos
caracteristicos do resveratrol e do polimero PCL, entretanto ao adicionar os tensoativos
e 0 6leo nas misturas ternarias e totais (PRT e PRTTO), o pico endotérmico do farmaco
e do polimero sdo mimetizados em razdo da solubilizacdo nestes compostos liquidos.
Em misturas complexas, como as testadas neste trabalho, sdo esperados alargamentos e
diminuicdo dos picos de fusdo devido a menor propor¢cdo de cada componente na
mistura e as possiveis interagdes fisicas ou solubilizacdo dos componentes solidos nos
liquidos. Essas interacfes promovem uma reducdo na entalpia dos eventos (Ebrahimi et
al., 2024; Lamch, 2023). Essa reducdo na entalpia, observada como uma diminui¢do dos
picos endotérmicos, sugere que o resveratrol estd efetivamente solubilizado nos
tensoativos, indicando uma boa miscibilidade e compatibilidade entre 0os componentes e

a potencial formacéo de sistemas de liberagdo controlada mais estaveis e eficientes.

O espectro de FTIR obtido para resveratrol isolado, PCL e suas respectivas
misturas fisicas sdo ilustrados na Figura 3. O espectro do trans-resveratrol puro (Resv)
mostrou picos caracteristicos em 3250 cm™ (banda de absorcdo do grupo hidroxila -

OH), 1587 cm (alongamento olefinico C-C) e 830 cm™ (banda olefinica trans tipica).
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O espectro do polimero PCL é representado por uma banda em 1726 cm™ (alongamento
do éster C=0), vibracGes de alongamento assimétricas e simétricas (C—O-C) em 1294
cm?ta 1169 cm™ e duas bandas em 2949 cm™ e 2868 cm™ (alongamentos simétricos e
assimétricos do C-Hy), respectivamente, demonstrando caracteristicas de um poliéster
alifatico. O oleo de semente de gergelim em conjunto com o polimero e o resveratrol
(PRO) exibe uma banda caracteristica dos ésteres de triglicerideos em 1169 cm™ (flexdo
no plano do C-H aromatico) e uma suavizagdo da banda 3250 cm™ caracteristica do
resveratrol em virtude da sua solubilizacdo no 6leo. Bandas das unidades de oxido de
etileno (PRT e PRTTO) também podem ser observadas em uma banda de absor¢do em
torno de 1000-1100 cm™ (alongamento do C-O-C), caracterizando a estrutura do
surfactante dleo de ricino etoxilado EO30. Também houve suavizacdo das bandas
caracteristicas do resveratrol em virtude de sua solubilizacdo nos tensoativos presentes

nas misturas.

Figura 3. Espectro infravermelho de substancias isoladas, misturas fisicas binarias e ternarias.
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Legenda: Resv: Resveratrol, PCL: Policaprolactona, PR: Polimero/Resveratrol, PRT:

Polimero/Resveratrol/Tensoativol, PRTTO: Polimero/Resveratrol/Tensoativol/Tensoativo2/Oleo

Fonte: Autoria propria.

Estudos de compatibilidade entre os materiais necessarios para a producéo,
conduzidos por meio de andlises térmicas, ndo mostraram mudancas significativas,
como deslocamentos, surgimento ou desaparecimento de eventos, nem o0
aparecimento/desaparecimento de bandas no espectro infravermelho em comparagédo
com o perfil original dos compostos isolados, ocorreram apenas alteragdo nos
pardmetros fisico-quimicos dos compostos, com indicios de solubilizacdo entre os
componentes da formulacdo (Ebrahimi et al., 2024; Kaur; Sinha, 2018; Rojek;
Wesolowski, 2019).

Apbs a conclusdo dos ensaios de compatibilidade, foi possivel evidenciar e
esclarecer comportamentos caracteristicos das substancias que serdo utilizadas para a
producdo das nanoparticulas. Os resultados demonstraram a estabilidade e a
compatibilidade entre o resveratrol, o polimero PCL e os tensoativos. As anélises de
calorimetria exploratdria diferencial mostraram que as misturas ternarias e totais
apresentam perfis de fusdo compativeis com uma boa miscibilidade dos componentes,
indicando que os tensoativos e o 6leo atuam efetivamente na solubilizacdo do

resveratrol.

5.2 Validacdo do método analitico

O método espectrofotométrico apresentou linearidade a 307 nm para as
concentragOes estudadas (1-5 pg/mL). A equagdo da regressdo linear média obtida a
partir da média das trés absorbancias de cada concentracdo, construida com um padrdo
de resveratrol, foi y = 0,1863x + 0,0064, em que y é a absorbancia (nm) e x a
concentragdo (ug/mL). O coeficiente de determinagdo obtido foi r2=0,9981 e coeficiente
de correlagdo r=0,9990, comprovando a adequacdo do método a RDC N° 166/2017,
possuindo o critério minimo aceitavel para o coeficiente de correlagéo linear que deve

ser maior ou igual a 0,99, como mostra a Figura 4.
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Figura 4. Gréafico de regressdo linear do parametro linearidade.
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Fonte: Autoria propria.

O célculo dos residuos da linearidade do método foi obtido por meio de
regressdo linear, onde demonstra os valores estimados e os dados observados. Os
residuos distribuiram-se em torno do zero, mostrado que a dispersdo é aleatoria e sem

tendéncia, indicativo de um bom resultado como o exposto na Figura 5.

Figura 5. Gréfico dos residuos da linearidade através do calculo de regressdo linear
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Fonte: Autoria propria.

A robustez foi dada através de analise em diferentes concentragdes do farmaco
(concentracdo baixa, média e alta da curva) com adi¢do de HCI e com variacdo da

marca de solvente. Os resultados podem ser verificados na Tabela 2.
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Tabela 3. Método através da variacao intencional de pH com HCI 0,1M e da marca de solvente.

ROBUSTEZ (pH) ROBUSTEZ
(Marca de solvente)
Concentragdes (ug/mL) Concentragdes (ug/mL)
lug/mL 3pug/mL 5pug/mL lug/mL 3ug/mL 5ug/mL

Média 0,735 2,132 3,506 Média 1,193 3,485 5,800
Desvio 0,003 0,006 0,023 Desvio padrdo 0,001 0,008 0,010
padréo

Desvio 2,16% 1,49% 3,50% Desvio padrédo  0,41% 1,18% 0,96%
padréo relativo

relativo

Recuperagcdo  73,50152 71,0801 70,13061 Recuperacdo 119,3058 116,1687 116,0064

De acordo com o artigo 61 da RDC 166 de 2017 da ANVISA o parametro de
robustez observa a capacidade do método analitico resistir a pequenas e deliberadas
variacdes das condi¢cbes analiticas. O método avaliado se mostrou robusto, o DPR das
amostras contendo HCI e com diferentes marcas de solvente, foram baixos, ou seja,
todas possuem baixa variabilidade intrinseca. Os dados também foram avaliados
estatisticamente pelo ANOVA fator Unico e os valores do Fcaiculado (0,004) foram
inferiores a0 Fuabelado (5,14) ndo existindo variacdo estatisticamente significativa,

excluindo a teoria da hipotese nula.

O percentual de recuperacdo apds a variagdo do pH demonstrou uma variagédo
nas concentracdes das amostras, porque em ambientes de pH extremo (muito &cido ou
muito basico), o resveratrol pode sofrer degradacdo ou alterar a sua ionizagdo, levando a
resultados analiticos imprecisos e mudando seu espectro de absor¢do (Khaimov et al.,
2019; Zupancic; Lavri€; Kristl, 2015).

A repetibilidade (precisdo) foi realizada em triplicatas de trés concentragdes
(baixa, média e alta), e de acordo com os resultados ilustrados na tabela 3, pode-se
concluir que o método apresenta boa repetibilidade ja que produz resultados com baixo
DPR. Os dados foram avaliados estatisticamente pela ANOVA fator Unico e os valores
do Fearculado (0,005) foram inferiores ao Frabelado (5,14) ndo existindo variagdo

estatisticamente significativa.
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Tabela 4. Repetibilidade do método.

REPETIBILIDADE

Concentragdes (pg/mL)
1pg/mL  3pg/mL 5 pg/mL
Média 1,101 3,170 5,116
Desvio padréo 0,004 0,006 0,036
Desvio padrao relativo 1,90% 0,96% 3,71%

A precisdo intermediaria refere-se a repetibilidade dos resultados analiticos

quando o método é aplicado por diferentes operadores, em diferentes dias, utilizando

diferentes equipamentos, mas dentro do mesmo laboratério. Os resultados da precisdo

intermediéria demonstram que o método possui baixa variabilidade entre diferentes

condicgdes experimentais como pode ser observado na tabela 4, e a partir dos resultados
da ANOVA fator Unico, onde os valores do Fcaiculado (0,005) foram inferiores ao Frabelado
(5,14), excluindo a hipdtese nula.

O parametro de exatiddo foi realizado a partir da analise que contemplou o

intervalo linear do método analitico utilizando diferentes concentracfes do farmaco

Tabela 5. Precisdo intermediaria com analistas diferentes.

PRECISAO INTERMEDIARIA

Concentragdes (ug/mL)
1 pug/mL 3 pg/mL 5 ng/mL
Média 1,132 3,536 5,891
Desvio padrao 0,001 0,012 0,006
Desvio padrao 0,57% 1,84% 0,58%

relativo

(concentracdo baixa, média e alta da curva). Os resultados podem ser observados na

Tabela 5.

Tabela 6. Exatiddo do método.

EXATIDAO

Concentragdes (ug/mL)

1 ug/mL 3 pg/mL 5 pg/mL

Média 1,119 3,188 5,141
Desvio padréo 0,004 0,004 0,039
Desvio padréo relativo 2,01% 0,75% 4,08%
Recuperagéo 111,9699 106,2683 102,8377
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O método demonstrou exatiddo, conforme evidenciado pela comparacao entre 0s
resultados obtidos e a concentracdo tedrica conhecida. Os valores obtidos ficaram muito
proximos da concentragdo esperada, em conformidade com os requisitos estabelecidos
pela RDC 166 de 2017 da ANVISA. Os desvios padréo relativos (DPR) foram baixos,
indicando alta precisdo do método. Andlises estatisticas realizadas pelo ANOVA de
fator Unico mostraram que os valores de Fcaiculado (0,005) eram inferiores aos valores de
Ftabelado (5,14), indicando que ndo houve variacao estatisticamente significativa entre as

medicoes.

O percentual de recuperacdo foi ligeiramente superior nas amostras com
concentragfes mais baixas (1 pg/mL), possivelmente devido a maior sensibilidade do
método nessas condi¢bes, 0 que torna essas amostras mais suscetiveis a pequenas
variacdes. No entanto, de modo geral, o método apresentou um percentual de
recuperacdo em torno de 100% e valores de DPR até 5%, o que é considerado
adequado. A RDC 166 de 2017 néo especifica valores absolutos para os resultados, mas
exige que uma justificativa seja fornecida para os valores obtidos, o que foi

devidamente cumprido pelo método utilizado.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) podem ser
estabelecidos pela anélise de solucGes com concentracdes conhecidas e decrescentes do
analito, até se atingir o nivel detectavel e quantificavel. Existem diferentes abordagens
para determinar esses limites, incluindo o método visual, a relacdo sinal-ruido e a
avaliagdo com base em parametros da curva analitica. Na presente analise
espectrofotométrica, utilizou-se a curva analitica da solucdo de resveratrol,
considerando a equacdo da reta obtida na linearidade (y = 0,1863x + 0,0064) para a
determinacdo do LD e LQ. A partir da equacdo da reta, obteve-se o desvio padrdo do
intercepto y (DPa) = 0,0034 e a inclinacdo da reta (IC) = 0,1863. Com esses parametros,
os valores de LD e LQ foram calculados, resultando em 0,017 e 0,045 pg/mL,

respectivamente.

5.3 Delineamento experimental e otimizacdo das nanoparticulas

Um ensaio de pré-formulacdo pode ser otimizado empregando planejamento
estatistico de experimentos, também conhecido como Design of Experiments (DoE). O
objetivo de utilizar um DoE nesse estudo foi investigar a influéncia de alguns

parametros da formulagdo nas caracteristicas fisico-quimicas das NPs, para obter as
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condicdes ideais de obtencdo das nanoparticulas com as melhores caracteristicas.
Assim, baseado em relatos da literatura e avaliacdes preliminares, foram definidos como
Atributos Criticos de Qualidade (CQA) das nanoparticulas o didmetro médio, PDI e
potencial zeta, enquanto a concentracdo de polimero e proporcéo entre fase aquosa e
organica foram definidos como Atributo Critico de Material (CMA), visto que séo

fatores importantes que afetam a qualidade da formulacdo final.

Sendo assim, a otimizacdo foi realizada com o design Box-Behnken (BBD)
usando trés parametros em trés niveis, com 3 repeticdes do ponto central, totalizando 15
experimentos. Os parametros de otimizagéo selecionados foram a concentragéo de PCL
(X1), o volume da fase organica (X2) e o volume da fase aquosa (Xs), considerados
como variaveis independentes. As trés variaveis dependentes consideradas foram o
tamanho de particula (Y1), o indice de polidispersdo (PDI) (Y2) e o potencial zeta (PZ)
(Y3). Os niveis maximos e minimos de cada fator foram estabelecidos baseados em uma
triagem da literatura e testes prévios para avaliagdo do comportamento do polimero para
com o método de obtencdo das nanoparticulas. O desenho experimental referente ao
ensaio realizado para nanoesferas estdo dispostos na Tabela 6 abaixo e para as

nanocapsulas na Tabela 7.

Tabela 7. Matriz do delineamento experimental das nanoesferas mostrando as varidveis dependentes e

independentes.
ORDEM DOS VARIAVEIS VARIAVEIS
ENSAIOS INDEPENDENTES DEPENDENTES

% Fase Fase Diametro PDI Zeta

Polimero  organica aquosa (nm) (mV)

(mL) (mL)

1 0,10 20 80 264.3 0,153 -4,06
2 0,20 20 80 359,4 0,267 -11,30
3 0,10 60 80 219,0 0,100 -15,10

4 0,20 60 80 278,2 0,063 454

5 0,10 40 40 204.8 0,076 -4,91

6 0,20 40 40 237,7 0,038 -7,59

7 0,10 40 120 2522 0,095 -8,46

8 0,20 40 120 341.8 0,035 -2,79

9 0,15 20 40 156,1 0,018 -8,34
10 0,15 60 40 285,1 0,037 -10,40

52



11
12
13
14
15

Fonte: Autoria propria.

0,15
0,15
0,15
0,15
0,15

20
60
40
40
40

120
120
80
80
80

294,0
230,0
242,8
242,4
225,6

0,099
0,072
0,062
0,121
0,089

-7,0

9

-12,90

-6,3

1

-17,60
-12,30

Tabela 8. Matriz do delineamento experimental das nanocapsulas mostrando as variaveis dependentes e

independentes.
ORDEM DOS VARIAVEIS INDEPENDENTES VARIAVEIS
ENSAIOS DEPENDENTES

% Fase Fase Diametro PDI  Zeta

Polimero  organica aquosa (nm) (mV)

(mL) (mL)

1 0,20 10 82,5 345,3 0,140 -29/4
2 0,15 30 140,0 281,7 0,135 -38,2
3 0,15 20 82,5 280,4 0,155 -40,5
4 0,15 10 25,0 295,9 0,255 -21,7
5 0,20 30 82,5 216,7 0,168 -33,6
6 0,10 10 82,5 483,4 0,259 -37,9
7 0,10 20 140,0 333,9 0,184 -31,1
8 0,15 10 140,0 101,0 0,165 -29,5
9 0,15 30 25,0 158,4 0,162 -29,5
10 0,15 20 82,5 200,5 0,228 -34,3
11 0,20 20 140,0 250,6 0,218 -35,6
12 0,20 20 25,0 185,4 0,174 -30,0
13 0,15 20 82,5 288,9 0,237 -32,7
14 0,10 20 25,0 143,2 0,187 -28,6
15 0,10 30 82,5 120,3 0,306 -30,4

Fonte: Autoria prépria.

Avaliando os resultados mostrados pelas variaveis dependentes, foi possivel

obter NPs com diametro médio variando de 156,1 nm a 359,4 nm para as nanoesferas e

101 nm a 483,4 nm para as nanocapsulas, valores de PDI entre 0,018 e 0,267 para as
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nanoesferas e 0,135 a 0,306 para as nanocapsulas, e potencial zeta entre -2,79 e -17,6
para as nanoesferas e -21,7 mV a -40,5 mV paras as nanocépsulas. As formulagdes
apresentaram-se liquidas, com aspecto translucido, além de reflexo azulado

caracteristico de nanoparticulas, como ilustrado na Figura 6.

Figura 6. Formulagdo nimero 9 do DoE para nanoesferas.

Fonte: autoria propria.

Através do processamento estatistico do planejamento experimental através de
ANOVA, foi revelado um valor de p>0,05 para falta de ajuste, o que significa a
adequacdo do modelo para as variaveis estudadas. Os graficos de Pareto (Figura 7 e 8)
foram elaborados para ilustracdo dos efeitos significativos e comparar a intensidade
destes, determinando os parametros que mais contribuem nas variaveis tamanho, PDI e
PZ.
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Figura 7. Gréfico de Pareto para a avaliacéo das variaveis no delineamento experimental de nanoesferas.
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Figura 8. Gréafico de Pareto para a avaliagdo das variaveis no delineamento experimental de nanocapsulas.
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Fonte: autoria propria.

O gréfico de Pareto mostra que nenhuma variavel do DoE para as nanocépsulas

apresentou-se significativa para as respostas avaliadas, entéo foi escolhida a formulagéo

56



12 como a ideal para prosseguir com os estudos, por conter caracteristicas essenciais
para administragdo por via oral (50-300nm, PDI<0,3 e £30 mV de potencial zeta). O
gréafico de Pareto exibe que, para o didmetro das nanoesferas, as variaveis que tiveram
efeito significativo (p<0,05), com influéncia positiva nos niveis analisados foram a
concentracdo de polimero (A) e a interacdo entre o0 volume de fase organica e aquosa
(BC), nimeros positivos (+) no grafico. O sinal negativo de um efeito para uma variavel
indica que em niveis mais baixos, a resposta da varidvel diminui. Assim como, o valor
positivo da concentracdo de polimero mostra que altos niveis desse fator aumenta o
diametro das nanoparticulas. Para o PDI, os parametros analisados nédo tiveram efeitos
significativos sob seus valores. O gréfico de Pareto para o potencial Zeta revelou que a
interacdo entre o polimero e o volume de fase orgénica foi estatisticamente significativa,
sendo assim, variacfes nesses parametros tém impacto direto nos valores de potencial
Zeta das nanoesferas. Para uma melhor visualizacdo desses efeitos significativos, foram
gerados graficos de superficie resposta, mostrados na Figura 9.

Figura 9. Gréfico de superficie de resposta para a varidvel tamanho de particula em relagéo aos efeitos

significativos do planejamento experimental das nanoesferas.
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Fonte: autoria propria.

E possivel observar no grafico da Figura 9 (A) que as regides em vermelho, que
correspondem aos maiores didmetros, sdo regides onde a concentragdo de PCL (>0,2%)
e 0 volume de fase aquosa estdo maiores (>90mL). Pela inclinacdo, percebe-se o grau
de significancia do efeito, confirmando os resultados do Pareto que em altas
concentragfes de polimero e um grande volume de fase aquosa aumentam o didmetro
médio das nanoparticulas. Todos esses resultados estdo de acordo com as amostras que

apresentaram 0s melhores resultados de tamanho, indice de polidispersdo e potencial
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zeta ja mostradas nas tabelas 6 e 7. Assim, nesse planejamento experimental foi possivel

obter NPs com caracteristicas adequadas ao objetivo do trabalho.

Os resultados do planejamento demonstram que o tamanho da nanoparticula é
uma das propriedades mais criticas destes sistemas, e também um dos fatores que mais
sofre variagdo com a mudanca nos parametros independentes, tanto de processo quanto
de produto. Ou seja, variacdes na formulacdo e no método de obtencdo influenciara
diretamente no tamanho das nanoparticulas desenvolvidas. Como exemplo, a
concentracdo das matrizes utilizadas na sintese das nanoparticulas deve ter seu efeito
avaliado, onde geralmente, um aumento na concentracdo desse componente leva a um
aumento no tamanho das nanoparticulas, pois mais matéria-prima esta disponivel para a
formacéo das particulas. A proporcao também pode afetar o tamanho, por exemplo, em
algumas sinteses de nanoparticulas, a adicdo de um reagente em excesso pode resultar
em particulas maiores pois reduz a capacidade de emulsificacdo dos surfactantes e
diminuem o efeito das forcas de cisalhamento na reducdo de tamanho das
nanoparticulas, o que resulta na agregacdo de particulas, enquanto uma proporcao
menor de polimeros pode levar a formacéo de particulas menores (Cristina; Pinto, 2022;
Roy et al., 2023).

O DoE gerou modelos polinomiais com funcGes matematicas que melhor
descrevem a relacdo entre os fatores e as respostas como o tamanho da particula das

nanoesferas, representados pela seguinte equacéo:
Tamanho da particula (Y1) =220,62 - 3183X1 + 12.223,33X? — 0,06X2X3

Na equacdo acima, Y representa a resposta devido a interacdo de todos os fatores
em combinacdo. O intercepto é bg (220,62), e os fatores independentes sdo X1, X2 e Xa.
Essas equacdes ilustram a influéncia de cada fator independente na resposta por meio de
efeitos principais de primeira ordem, termos de interacdo e efeitos de ordem superior.
Um sinal negativo indica um efeito antagonista, enquanto um sinal positivo denota um
efeito sinérgico. Os dados estatisticos da regressdo linear, bem como os graficos de

resposta de superficie 3D, foram analisados usando o Statistica® Versao 12.

O software foi capaz de gerar uma otimizacdo a partir da analise de significancia
estatistica entre as variaveis dependentes e independentes e estabeleceu a formulacédo

Otima da nanoesfera para dar sequéncia aos experimentos. O valor de desejabilidade da
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formulacédo otimizada, conforme mostrado na Tabela 8, foi de 0,83, 0 que é proximo do
valor ideal de 1. O nivel de significancia (5%) das equagdes quadréticas foi avaliado
utilizando ANOVA.

Tabela 9. Otimizacéo da aquisicdo de nanoparticulas através do delineamento experimental.

(X2) (X3) . Tamanho
(X1) Volume Volume Potencial de SR
Otimizacdo  Polimero defase  de fase zeta PDI .
(%) organica aquosa (mV) particula composta
mL)  (mL) (nm)

Nanoesfera  0,148971 32,5253 40 -10,6261 0,0259863 185,422 0,827876

Para dar seguimento ao estudo, foram utilizadas as formulacbes 12 para as
nanocapsulas, uma vez que nenhuma variavel do DoE para nanocépsulas apresentou-se
significativa para as respostas avaliadas, e utilizou-se a formulagéo otimizada para as
nanoesferas. Essas formulacGes foram consideradas adequadas devido as suas
caracteristicas ideais de tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta. O
planejamento experimental foi bem-sucedido, levando ao desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas com caracteristicas fisico-quimicas adequadas e com
potencial para serem utilizados como nanocarreadores para administracdo oral. A faixa
de tamanho entre 50 a 300 nm ¢é ideal para absorcdo intestinal e transposicdo das
barreiras bioldgicas, facilitando a absor¢do e aproveitamento do resveratrol. Um PDI
menor que 0,3 indica uma distribuicdo de tamanho homogénea, essencial para a
consisténcia na dosagem e desempenho terapéutico, e potencial zeta superior a +£30 mV
garante a estabilidade coloidal das nanoparticulas, prevenindo a agregacédo e garantindo

uma administracéo eficaz (Ghaemi et al., 2024; Schreiner et al., 2023).

5.4 Desenvolvimento e caracterizacdo das nanoparticulas contendo resveratrol

A partir dos parametros das amostras eleitas na otimizagdo com o planejamento
experimental foram desenvolvidas NPs com e sem o resveratrol, a seguir denominadas
NS-R e NC-R respectivamente. As nanoparticulas foram obtidas através do método de
nanoprecipitacdo e em seguida submetidas a rotaevaporacdo como previamente descrito

no item 4.2.4.
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5.4.1 Diametro médio, indice de polidisperséo, potencial zeta.

Os nanocarreadores obtidos passaram por caracterizacdo pds-preparo para
avaliacdo de diametro meédio, PDI e potencial zeta (PZ) os quais foram também
monitorados continuamente ao longo da pesquisa para avaliagdo de estabilidade. A
nanoesfera apresentou diametro médio de particula de 167,5 + 2,052 nm, PDI 0,040 +
0,026 e potencial zeta de -25,9 + 1,50 mV. A nanocapsula escolhida contou com um
tamanho medio de particula de 204,4 + 2,488 nm, PDI de 0,100 + 0,007, potencial zeta
de -26,6 + 1,68 mV. A nanoesfera apresentou valores de didmetro, PDI e PZ
semelhantes aos valores obtidos através da otimizacdo no planejamento experimental,
demonstrando sua reprodutibilidade. A formulacdo 12 escolhida para a nanocapsula
apresentou pequenas alteragdes que podem estar relacionadas a incorporacdo do
farmaco, influenciando em alguns parametros, como aumento de tamanho e variacéo de

PZ das nanoparticulas.

A estabilidade das nanoparticulas é um fator crucial que determina sua eficécia,
seguranca e aplicabilidade, portanto o tamanho e a homogeneidade da dispersdo das
nanoparticulas sdo pardmetros cruciais para garantir um comportamento ideal da
formulacdo. Por isso, € importante obter carreadores com caracteristicas fisico-quimicas
6timas, que confiram estabilidade, e que essas caracteristicas se mantenham com o
encapsulamento do farmaco. Os valores de didmetro, PDI, PZ, EE apresentados pelas
nanoparticulas estdo dentro dos padrdes de qualidade recomendados na literatura para
conferir melhor estabilidade para as nanoparticulas e dentro dos critérios estabelecidos
dessa pesquisa (diametro < 300nm, PDI< 0,300 ¢ PZ > | 20 | mV, EE >60%) (Souza et
al., 2021; Kaur et al., 2022; Soni et al., 2020). As avalia¢Oes iniciais confirmaram a
qualidade das nanoparticulas obtidas, permitindo que elas fossem encaminhadas para

outros ensaios de caracterizacdes fisico-quimicas.

5.4.2 Eficiéncia de encapsulagéo

A partir dos dados de concentragcbes obtidos por meio da curva analitica
proposta, foi possivel dosear o percentual de resveratrol que foi encapsulado através do
método de quantificacdo indireto descrito no item 4.2.5.2. Para isso, os valores das
absorbancias foram substituidos na equacdo da reta obtida através do processo de
validacdo do metodo onde foi possivel determinar a concentracdo de farmaco
quantificada. Apds a correcdo dos fatores de diluicdo e do calculo atraves da equacgéo da
eficiéncia de encapsulamento foi possivel determinar a quantidade exata de resveratrol
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presente nas nanoparticulas. Os resultados apresentados na tabela 9, demonstraram que
a eficiéncia de encapsulamento e o drug loading foram altas, indicando que o método de
preparacdo utilizado foi eficaz para a incorporacdo do resveratrol nas nanoparticulas.

Tabela 10. Eficiéncia de encapsulamento e drug loading do resveratrol por espectrofotometria.

Eficiéncia de encapsulamento Drug loading
Amostra Média Desvio padrao Média Desvio padrao
NS-R 73,235 % 2,3368 10,45 % 0,3338
NC-R 86,577 % 1,0316 9,61 % 0,1146

Os valores de EE% e DL% obtidos estdo de acordo com outros estudos
disponiveis na literatura (Khaimov et al., 2019; Khan et al., 2019; Korkut; Ozdemir,
2024), que também obtiveram médias de encapsulamento por volta de 50-70% em
nanoparticulas poliméricas contendo resveratrol, enfatizando assim a eficiéncia do
método de encapsulamento. As avalia¢Ges iniciais realizadas confirmaram a qualidade
dos nanocarreadores obtidos, sendo direcionados para demais ensaios de caracterizacdes

fisico-quimicas.
5.4.3 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) nas NPs

Foram feitas avaliacbes de DSC dos compostos isolados e das nanoparticulas
desenvolvidas visando avaliacdo do comportamento térmico dessas amostras e da
cristalinidade da matriz desenvolvida, visto que sdo fatores importantes para prever a
estabilidade fisica a longo prazo das nanoparticulas e sua capacidade de manter o
farmaco encapsulado. O grafico apresentado na Figura 10, comparam as curvas das
nanoparticulas (NS-R e NC-R) com o farmaco e o polimero PCL isolados. Nota-se o
desaparecimento do evento de fusdo do farmaco por volta de 260°C nas amostras das
nanoparticulas, sendo um indicativo de incorporacdo na matriz polimérica e
encapsulacdo bem-sucedida como relatado na literatura (Chaudari; Bose, 2023; Lamch,
2023; Metawea et al., 2023; Pereira Santos Carvalho et al., 2024).
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Figura 10. Curvas de DSC ap06s a fabricagdo das nanoparticulas.
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Legenda: Resv: Resveratrol, PCL: Policaprolactona, NS: Nanoesfera branca, NS-R: Nanoesfera com

resveratrol, NC: Nanocapsula branca, NC-R: Nanocapsula com resveratrol.

5.4.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada De Fourier (FTIR)

Para confirmacdo da incorporacdo do farmaco na matriz das NPs, bem como
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica, foi realizado ensaio de espectroscopia no
infravermelho, cujos graficos estdo apresentados na Figura 11. Estdo destacados os
picos caracteristicos do polimero em linhas tracejadas pretas, e 0s picos do resveratrol

em linhas tracejadas rosa.
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Figura 11. Espectro infravermelho das nanoparticulas obtidas.
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resveratrol, NC: Nanocapsula branca, NC-R: Nanocépsula com resveratrol.

Os espectros dos nanocarreadores possuem muita semelhanca com espectro do
polimero isolado, o pico especifico de PCL na regido de 1726 cm™ esta relacionado a
vibracdo de tracdo do grupo carbonila no éster, que também foi visivel em todas as
amostras de nanoparticulas contendo o farmaco, isto pode ser atribuido ao processo de
esterificacdo (Danafar et al., 2022; Harini Sri et al., 2023). Além disso, 0
desaparecimento  dos picos em 3301 c¢m ! (grupamento O-H) e 1587
cm ! (grupamento C—C) caracteristicos do resveratrol nos espectros das NPs deve-se ao
fato da encapsulacdo do farmaco e a complexagdo dos polifendis no polimero (KHAN
et al., 2019). Similar aos resultados de DSC, as analises de FTIR das NPs obtidas
revelam uma relagdo positiva destes com o farmaco. A reducgdo e/ou desaparecimento
dos picos caracteristicos do resveratrol no espectro da NS-R e NC-R indica que o
farmaco esta bem disperso nos componentes da nanoparticula e incorporado em sua

matriz. Além disso, a manutencdo do perfil espectral dos compostos, sem
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deslocamentos ou surgimento de novos picos, confirma a estabilidade fisico-quimica

dos sistemas obtidos.

5.4.5 Difratometria de Raios X (DRX)

A andlise do difratograma de raios X das NPs e do resveratrol é essencial para
entender a estrutura cristalina e a dispersdo do farmaco nas nanoparticulas. O
difratograma do resveratrol isolado apresenta picos caracteristicos e bem definidos que
indicam sua natureza cristalina (Khan et al., 2019). No entanto, quando o resveratrol é
incorporado nas nanoparticulas, observa-se uma diminuicao significativa na intensidade
desses picos ou até mesmo o desaparecimento de alguns deles. Os padrdes de DRX das
nanoparticulas exibiram claramente as reflex8es semicristalinas tipicas do PCL,
combinando bem com o plano (110) e o plano (200) em torno de 20 = 21,04° e 23,44°
aproximadamente (Chaudari; Bose, 2023; Harini Sri et al., 2023).

Figura 12. Gréfico de difracdo de raios X das nanoparticulas obtidas.
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Portanto, a analise do difratograma confirma através da reducdo de intensidade
dos picos do PCL, reducéo da sua cristalinidade quando na forma de NPs, mostrando
que a nanoestruturacéo foi capaz de amorfizar sua estrutura, sendo importante para a

melhoria de solubilidade do resveratrol e consequente melhor eficicia. A auséncia dos
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picos de cristalinidade do farmaco sugere a incorporacdo eficaz do resveratrol nas
nanoparticulas, além de demonstrar a estabilidade fisico-quimica do sistema obtido.
Além disso, esses resultados corroboram os dados obtidos no DSC, que indicaram uma
reducdo da cristalinidade das NPs devido a diminuicdo do pico de fusdo, das
temperaturas e das entalpias. Essa observacdo, juntamente com o desaparecimento dos

picos no DRX, confirma uma maior amorfiza¢éo das nanoparticulas.

5.4.6 Microscopia Eletronica de Varredura por Transmissdo (STEM)

A analise por microscopia eletronica de transmissdo (STEM) das nanocapsulas
(NC) e nanoesferas (NS), vazias e carregadas com resveratrol, proporciona mais
detalhes sobre a morfologia, estrutura das nanoparticulas, diametro médio e indice de
polidispersdo. Os tamanhos médios de particula concordam com os valores derivados
do DLS (£10%) (Wilson; Prud’Homme, 2021).

As imagens STEM das nanocépsulas sdo capazes de detectar a forma da capsula
uma vez gque a microscopia de transmissdo permite analisar um corte horizontal atraves
do feixe de elétrons que é incidido sob a amostra. As nanocapsulas contendo resveratrol
mostram uma estrutura bem definida e esférica com involucro polimérico e centro
oleoso, caracteristico de um sistema reservatorio (capsula), que confirma o seu tamanho
anteriormente definido pela técnica de DLS. As nanocéapsulas sem resveratrol também

exibem uma morfologia esférica e uniforme (Martins et al., 2024).

Figura 13. Microscopia Eletronica de Transmissdo (STEM) das nanocapsulas contendo resveratrol (A) e

seu respectivo branco (B).
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Fonte: autoria propria.

As imagens STEM das nanoesferas contendo resveratrol mostram particulas
esféricas e homogéneas com estrutura macica tipica de um sistema matricial, também
confirmando a leitura de tamanho médio feita previamente através da DLS. As
nanoesferas sem resveratrol apresentam uma morfologia esférica semelhante as com
resveratrol. 1sso confirma que a estrutura das nanoesferas € mantida matricial
independentemente da presenga do farmaco (He et al., 2021; Pereira Santos Carvalho et
al., 2024).

Figura 14. Microscopia Eletronica de Transmissdo (STEM) das nanoesferas contendo resveratrol (A) e

seu respectivo branco (B).
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As andlises por STEM confirmam que tanto as nanocapsulas quanto as
nanoesferas possuem sua integridade estrutural e morfologia esférica,
independentemente da presenca de resveratrol, sugerindo uma incorporacéo eficiente do
farmaco nas matrizes poliméricas. Essas observacfes corroboram os resultados de
outras analises fisico-quimicas, como DSC, DRX e FTIR, confirmando a qualidade e a

estabilidade dos nanocarreadores desenvolvidos.

5.4.7 Estudo de estabilidade coloidal

A estabilidade durante o armazenamento é um aspecto crucial na avaliacdo de
nanoparticulas e outros sistemas de liberagdo de farmacos. Ela se refere a capacidade do
produto de manter suas propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas e terapéuticas ao

longo do tempo, sob condigdes especificas de armazenamento como temperatura,
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umidade e exposicdo a luz. As nanoparticulas foram armazenadas por seis meses a
temperatura ambiente (30° + 2°C). As aliquotas retiradas foram avaliadas quanto ao
tamanho das particulas, PDI, potencial zeta e aparéncia fisica em 7, 15, 30, 60, 90 e 180
dias. As variacdes ocorridas nas nanoesferas durante o periodo de armazenamento
podem ser observadas na figura 15 a seguir:

Figura 15. Gréafico de estabilidade de longa duracdo das nanoesferas.

NS
250 1,00
200 ¥
E 150
£
2 ol
< 100 010 B
[4+]
E: 50
0
D D B R R -
-50 * LiLs L 0,01
DO D7 D14 D30 D60 D90 D180
o Tamanho W PZ == PDI
NS-R
250 1,00
200
— * %
£ 150
=
o -
< 100 0,10 2
=
o 50
'_
0
=
sk ! ! *% % ok
-50 0,01

DO D7 D14 D30 D60 D90 D180

BN Tamanho N PZ ==@=PDI|

Legenda: *p<0,05, **p<0,01 quando comparado com o DO.

67



As variagOes de tamanho da nanoesfera partiram de 167,5 £ 1,7 nm no pos-
preparo para 1653 + 16 nm no D180, essas variag0es foram consideradas
estatisticamente significativas moderadas de acordo com a escala de significancia de
FISHER, uma vez que o valor de p<0,05 apds analise de variancia apenas a partir do
D60 e sem variacOes bruscas de instabilidade. Para os valores de PDI, onde os valores
partiram de 0,04 + 0,021 no pds-preparo e permaneceram por volta de 0,077 + 0,01 no
D180 a anédlise de variancia realizada para os valores de PDI demostraram que nao
houve variacdo estatisticamente significativa entre as medicGes, onde p>0,05
(Trafimow; Trafimow, 2017).

Entretanto, os valores de potencial zeta para as nanoesferas carregadas com
resveratrol apresentaram mudancas significativas, partindo de -19,43 + 0,94 mV no pds-
preparo, para -14,63 £ 1,00 mV no D180. Essa variacdo apresentou-se estatisticamente
significativa apds a analise de variancia, onde os valores p<0,01 apontam uma evidéncia
forte na escala de Fisher nos D7, D60, D90 e D180. Embora as varia¢es tenham sido

significativas, ndo foram acentuadas o suficiente para causar instabilidade no sistema.

Os variagdo de estabilidade das nanocépsula seguiram a mesma linha das
nanoesferas. O tamanho das nanocépsulas partiu de 204,4 £ 2,03 nm no pds-preparo,
para 202,6 + 1,55 nm no D180 como ilustrado na Figura 16. As anélises estatisticas do
tamanho de particula realizadas mostraram que os valores de p<0,05 apresentando uma
variacdo significativamente moderada de acordo com a escala de significancia de
FISHER entre as medigdes a partir do D14 e sem mostrar instabilidade no sistema. Os
valores de PDI partiram de 0,1 = 0,007 no po6s-preparo para 0,08 £ 0,029 no D180,
corroborando com as analises estatisticas de variancia, onde p<0,01 no D14 sendo
estatisticamente significativo a variacdo entre os valores do pds-preparo. Porém ao
longo dos dias, o valor de PDI mostrou-se estavel apresentando pouca p<0,05 (D30 e
D60) ou nenhuma variacdo p>0,05 (D90 e D180). Os valores de potencial zeta
apresentaram variacdo significativa no pos-preparo, -26,6 + 1,68 mV até o D180, -16,8
+ 0,45 mV. A ANOVA do potencial zeta apresentou variacdo estatistica significativa
alta entre os valores, onde o valor de p<0,001 no D7. A variagédo nos valores pode ter se
dado devido a oxidacdo dos eletrodos da cubeta potenciométrica, o que impede a
passagem da corrente elétrica e a geragdo do campo elétrico necessario para a

eletroforese das particulas (Roy et al., 2023; Selvamani, 2019).
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Figura 16. Gréfico de estabilidade de longa duracéo das nanocépsulas.

NC
250 1,00
*
200
E 150
5 * * " *
2 =)
-E 100 0,10 &
(103
E 50
|_
0
B [ B =y = a vy
s % ek
-50 0,01
DO D7 D14 D30 D60 D90 D180
mm Tamanho W P7  ==jl==PD|
NC-R
250 1,00
3
200
E 150
5 %k
o * —
< 100 * 010 2
£
o 50
-
0 =
= %]
- deded ! %% dk e wk
-50 0,01
DO D7 D14 D30 D60 D90 D180

BN Tamanho I PZ === PD|

Legenda: *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001.

Os resultados indicam que tanto o tamanho das nanoparticulas quanto o PDI
mantiveram-se estaveis ao longo dos 180 dias de armazenamento. Essa estabilidade é
crucial para a eficacia das nanoparticulas, uma vez que variaces significativas no
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tamanho das particulas podem impactar a distribuicao, liberacédo e eficacia terapéutica
das nanoparticulas. Estudos recentes corroboram a importancia da estabilidade no
tamanho das nanoparticulas. Por exemplo, Rossetti et al. (2024) destaca que a
manutencdo do tamanho das nanoparticulas € fundamental para garantir a sua
biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Além disso, a auséncia de variacdo
estatisticamente significativa nos valores de PDI sugere que as dispersdes das
nanocapsulas mantiveram uma distribuicdo de tamanho homogénea ao longo do tempo.
Um PDI baixo indica uma distribuicdo estreita de tamanhos de particulas, o que é
desejavel para aplicacbes terapéuticas, pois minimiza a possibilidade de agregacao e

sedimentacdo das particulas (Sakhi et al., 2023).

A variacdo observada nos valores de potencial zeta da NC-R no D7 pode ser
atribuida a oxidacdo dos eletrodos da cubeta potenciométrica, que pode ter interferido
na medida da carga superficial das nanoparticulas. A reducdo do potencial zeta de -26,6
+ 1,68 mV para -16,8 £ 0,45 mV ao longo dos 180 dias indica uma diminuicdo da
estabilidade eletrostatica das nanocépsulas, o que pode aumentar a tendéncia a
agregacdo. No entanto, € importante considerar que a estabilizacdo das nanoparticulas
ndo depende exclusivamente do potencial zeta e mesmo com essas variagdes, nenhuma
formulacdo apresentou sinais de instabilidade ao final do estudo. Estudos sugerem que a
estabilizacdo estérica, fornecida por surfactantes ndo iénicos, pode compensar uma
reducdo no potencial zeta (Nascimento et al., 2016; Lima et al., 2019). Estudos como o
de Navarrete et al., (2019) enfatizam que a estabilizacdo estérica pode ser uma
estratégia eficaz para manter a estabilidade das nanoparticulas, mesmo quando o
potencial zeta diminui. A existéncia de uma camada de ions ao redor de cada particula
pode ser Util para fins de estabilidade, pois ha forcas de repulsdo entre os ions nas
camadas externas de diferentes particulas. Essa abordagem pode ser especialmente
relevante para formulaces que utilizam surfactantes ou polimeros com propriedades

estéricas.

5.5 Ensaio de liberagéo in vitro

A liberagdo in vitro € uma técnica empregada para avaliar e investigar a taxa de
liberacdo de substancias de maneira controlada, replicando condic¢des laboratoriais que
simulam o ambiente bioldgico ao longo do tempo. Esse método oferece dados valiosos
sobre a cinética de liberacdo de substancias a partir de uma formulacdo ou material

especifico. O metodo de diélise para determinar o perfil de liberacdo de farmacos tem
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sido amplamente utilizado em sistemas poliméricos, para orientar o desenvolvimento da
formulacéo, facilitando o controle de qualidade e no melhor dos casos, estabelecer a
correlagédo in vitro-in vivo da formulagdo. O perfil de liberagéo in vitro do resveratrol
livre foi analisado como controle comparativo para 0s sistemas de nanoesferas e

nanocapsulas (Heredia et al., 2022; Zhang et al., 2023).

Estudos recentes sobre a degradagdo do poli(e-caprolactona) (PCL) em ambientes
aquosos revelaram varias caracteristicas importantes sobre o comportamento desse
polimero. A PCL é um polimero hidrofobico e biodegradavel, sua degradacdo comeca
com a absorcdo de &gua (intumescimento), seguida pela hidrdlise das ligacbes éster
(erosdo), resultando na formacdo de oligbmeros &cidos que sdo posteriormente
decompostos em 4&cido caproico e acido 6-hidroxi-hexandico que podem ser
metabolizados e eliminados pelo organismo. Este processo pode ser monitorado através
da mudanca no pH do meio, refletindo a formacdo de subprodutos acidos.
Comparativamente, sistemas de liberacdo de farmacos baseados em PCL apresentam
um perfil de liberacdo bifasico. Inicialmente, ocorre uma liberacdo rapida do farmaco
devido a difusdo através da matriz polimérica e a liberacdo de moléculas superficiais.
Posteriormente, a taxa de liberagdo diminui e é controlada principalmente pela
degradacdo do polimero, o que proporciona uma liberacdo sustentada do farmaco ao
longo do tempo (Kim et al., 2023; Shin et al., 2024).

Desta forma, o perfil de liberacdo das nanoparticulas contendo o resveratrol foi
avaliada em meio acido (pH 1,2) por 2h e adicionado em meio béasico (pH 6,8) até o
tempo final do estudo (48h), simulando o pH estomacal e intestinal respectivamente a
uma temperatura de 37°C mimetizando uma administracdo oral. Observa-se através da
Figura 17, que o resveratrol livre apresentou uma liberacdo de 100% disperso nas
primeiras 5 horas. Essa liberagdo pode ser atribuida a intensa dispersdo do resveratrol
livre no meio de dissolucdo, seguido por uma fase de platd, indicando uma saturacao do
meio. Esses resultados corroboram com estudos anteriores que também observaram a
rapida liberacdo do resveratrol livre devido a sua baixa estabilidade e intensa dispersédo
em meio aquoso (Katila et al., 2022; Zhang et al., 2023, Zhang et al., 2024).

Os perfis de liberagdo in vitro revelaram que as nanoparticulas desenvolvidas ndo
exibiram liberacdo de explosdo (efeito burst), indicando que o farmaco foi integrado ao
polimero na matriz e ndo apenas adsorvido na superficie da particula. Por fim, os
resultados revelaram que apds 5h, a porcentagem cumulativa do resveratrol liberado foi
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significativamente menor (p <0,01) das formulacgdes selecionadas do que no farmaco
livre. Com 12h de experimento, 100% da solucdo de resveratrol j& havia sido liberado,
enquanto as nanoesferas liberaram apenas 40% do farmaco total incorporado na
nanoparticula, atingindo 52% de liberacdo em 48h. As nanocapsulas por sua vez
também mantiveram a liberacdo em 46% em 12h, finalizando o ensaio com 77% do

farmaco liberado em 48h.

A partir das 6h de liberacdo foi comparado as liberacGes entre as nanoparticulas
para avaliar a diferenca de intensidade de farmaco liberado. A partir das 24h a
quantidade de resveratrol liberado pelas nanocéapsulas foi significativamente maior
(p<0,01), atingindo seu ponto méaximo as 36h (p<0,001), que as nanoesferas.
Nanocapsulas sdo caracterizadas por um nucleo central que contém 0leo e/ou agua,
rodeado por uma membrana polimérica, este arranjo pode facilitar uma liberacéo inicial
rapida se o farmaco estiver localizado proximo a superficie ou dentro do nucleo,
especialmente se a membrana for permeével ou se houver rapida degradacdo do
polimero. Em estudos in vitro, as nanocapsulas podem mostrar uma liberacdo mais
rapida comparada as nanoesferas, devido a presenca de farmaco livre ou fracamente
ligado na superficie da cépsula, facilitando uma répida disponibilidade. Nanoesferas
possuem uma distribuicdo homogénea do farmaco na matriz polimérica. A liberacdo do
farmaco ocorre principalmente por difusdo e pela degradacdo do polimero, tendendo a
ter uma liberacdo mais controlada e menos abrupta, dado que o farmaco deve difundir
através da matriz polimérica. Esse processo pode ser mais lento comparado a liberacdo
de farmaco encapsulado em nanocéapsulas (Deng et al., 2020; Gomes et al., 2019; Rata
etal., 2019).
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Figura 17. Estudo de liberacéo in vitro das nanoparticulas e do resveratrol livre.
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Legenda: *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001, quando comparada a liberacéo entre as nanoparticulas.

Entdo, para avaliar o perfil de liberacdo do resveratrol a partir das nanoparticulas
poliméricas, detectar qual mecanismo de liberacdo, foram testados varios modelos
cinéticos para determinar qual corresponde ao perfil apresentado pelas nanoparticulas e
pela solugdo de farmaco livre como ilustrado na tabela 10. Entre todos os modelos
testados pelo software (ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer—Peppas,
Peppas-Sahlim, Hixson-Crowell). O coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajust), O
desvio padrdo dos residuos (MSE) e o erro quadratico médio entre as curvas ajustadas
pelo modelo e as curvas correspondentes aos dados experimentais (MSC), foram
utilizados para determinar o modelo que melhor se ajusta aos dados. O R? gjust foi
empregado para comparar o ajuste dos modelos tedricos com os dados experimentais,
sendo que valores mais proximos de 1 indicam um melhor ajuste do modelo aos dados.
O MSE, por sua vez, € uma medida estatistica que avalia o erro médio quadratico entre
os valores observados e os valores previstos pelo modelo. Um valor baixo de MSE
indica um bom ajuste do modelo as curvas dos dados experimentais. (Heredia et al.,
2022; Moroney; VWnnycky, 2021).
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Tabela 11. Modelos cinéticos obtidos a partir da liberagao in vitro.

Formulacdo Modelo cinético Equacéo Reajust | MSE MSC | Constantes
Ordem zero F=k0*t -3,688 | 62,60 | -1,699 | k,=0,055
Primeira ordem F=100*[1-Exp(k.*t)] 0,9616 | 5,66 3,105 k.= 0,010
Higuchi F= k.*tos -0,813 | 38,93 | -0,748 | k.=2,946
Korsmeyer-Peppas F=kKP*t"n -8,37 | 88,52 -2,45 k= 4,856
Resveratrol n=-222
Hixson-Crowell F=100*[1-(1-kHC*t)"3] | -1,06 | 41,544 | -0,878 k.= 0,00
Peppas-Sahlin F=k1*tr+k2*tem 0,874 | 10,259 | 1,792 k.= 9,467
k.=-0,194
m = 0,450
Ordem zero F=k0*t -0,151 | 17,67 | -0,294 | k,=0,024
Primeira ordem F=100*[1-Exp(k.*t)] 0,2187 | 14,56 | 0,0929 k.= 0,00
Higuchi F= k.*tos 0,7550 | 8,15 1,25 ki.=1,176
Korsmeyer-Peppas F=kKP*t"n 0,0114 | 16,37 | -0,209 | k= 0,503
Nanoesfera n=0,651
Hixson-Crowell F=100*[1-(1-kHC*t)"3] | 0,0468 | 16,08 | -0,106 k.= 0,00
Peppas-Sahlin F=k1*t+k2*tem 0,9115 | 4,900 | 2,145 k.= 2,522
k.=-0,03
m = 0,450
Ordem zero F=k0*t 0,2553 | 19,99 0,14 k.= 0,03
Primeira ordem F=100*[1-Exp(k.*1)] 0,761 | 11,556 | 1,278 k.= 0,00
) Higuchi F= ki *tos 0,881 7,97 1,979 k.= 1,55
Nanocapsula [ korsmeyer-Peppas F=kKP*t"n 0,3405 | 18,81 | 0,195 | k«=0,515
n=0,682
Hixson-Crowell F=100*[1-(1-kHC*t)"3] | 0,5697 | 15,20 | 0,689 k..= 0,00
Peppas-Sahlin F=k1*tr+k2*tem 0,9203 | 6,54 2,25 k.=2,76
k.=-0,020
m = 0,450

Legenda: R%just = coeficiente de correlagéo ajustado; MSE = desvio padréo dos residuos; MSC = erro

guadratico médio entre as curvas ajustadas pelo modelo e as curvas correspondentes aos dados

experimentais; K = constantes de difusdo caracteristicas do modelo; t = tempo; n = expoente de liberagdo

ou parametro de difusdo; m = direcionalidade do tipo de difusdo; Fo = fragdo inicial do farmaco na

solugdo resultante de uma liberagéo rapida.

De acordo com os critérios estabelecidos para a selecdo do modelo matematico, o
modelo de Primeira Ordem (RZjust = 0,96; MSE = 5,66; MSC = 3,105) apresentou a
melhor adequacéo ao perfil de liberacdo observado para a solucdo de resveratrol livre. A

cinética de primeira ordem descreve a taxa de liberacdo de uma substéncia a partir do

sistema ao longo do tempo, onde essa taxa diminui exponencialmente. Isso significa que
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a quantidade de substancia liberada por unidade de tempo reduz a medida que o tempo
passa, indicando a ocorréncia de um mecanismo de transporte por difusdo Fickiana.
Esse tipo de difuséo ocorre devido a um gradiente de concentragdo entre o meio doador
e o0 receptor, tendendo a atingir um equilibrio, caracteristica tipica de uma difusédo
normal (Liu et al., 2024).

Ja as nanoesferas (R%just = 0,911; MSE = 4,90; MSC = 2,145) e nanocapsulas (R? ajust
=0,920; MSE = 6,54; MSC = 2,25) apresentaram melhor adequacdo ao modelo Peppas-
Sahlin, o que difere do modelo encontrado para a solucéo de resveratrol, indicando que
o sistema foi capaz de modificar a cinética de liberacdo do farmaco livre. O modelo
Peppas-Sahlin é usado para descrever a liberacdo de farmacos a partir de sistemas
poliméricos e combina os efeitos de difusdo Fickiana e relaxamento das cadeias
poliméricas. Este modelo é caracterizado por dois parametros: o expoente de liberacdo
(m) e a constante de taxa de relaxamento (k). Valores de m inferiores a 0,43 indicam que
0 mecanismo de liberacdo é dominado pela difusdo Fickiana, enquanto valores entre
0,43 e 0,85 indicam uma combinacdo de difusdo e relaxamento da matriz (transporte
andmalo). A constante k> corresponde ao mecanismo de relaxamento do polimero e k1
com o mecanismo de difusdo Fickiana. Para ambas as nanoparticulas, 0,43<m<0,85,
revelando que o mecanismo de liberacdo do farmaco é governado por transporte
anémalo, ou seja, uma combinacdo de difusdo e relaxamento da matriz. Além disso,
como k1 foi maior que k2, ficou demonstrado que a difusdo € o mecanismo
predominante. O ajuste dos dados ao modelo Peppas-Sahlin sugere que o modelo de
liberacdo do resveratrol encapsulado ocorre através de uma interacdo complexa entre
difusdo e relaxamento polimérico, com predominio da difusdo, onde o farmaco €
liberado através da malha polimérica apds seu intumescimento, proporcionando uma
compreensdo mais detalnada do comportamento de liberacdo controlada dos
nanosistemas (Liu et al., 2024; Sahu et al., 2024; Vaid; Jindal, 2023; Zhao et al., 2023).

No estudo de Kharaziha et al. (2015) sobre a liberagdo controlada de dexametasona
a partir de membranas de PCL, foi constatado que as nanocapsulas proporcionaram uma
liberagdo mais rapida do farmaco devido a sua estrutura que facilita a difusdo inicial do
composto ativo. Esses achados corroboram com a hip6tese de que as nanocapsulas
apresentam uma liberacdo mais rédpida do resveratrol em comparacdo com as

nanoesferas. A estrutura das nanocapsulas permite uma maior solubiliza¢do do farmaco
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em sua cavidade liquida, facilita a liberacdo mais rapida do composto ativo, enquanto as
nanoesferas, com sua matriz mais densa e uniforme, promove uma liberagdo mais lenta
e controlada (Fernando et al., 2022; Rata et al., 2019; Sharma et al., 2023).

Sendo assim, observa-se que as diferencas estruturais entre nanocéapsulas e
nanoesferas de PCL influenciam significativamente os mecanismos de liberagdo de
farmacos, portanto, a escolha entre nanocédpsulas e nanoesferas deve considerar as
caracteristicas desejadas para a liberacdo do farmaco, com as nanocapsulas sendo mais
adequadas para aplicacbes que requerem uma liberacdo mais rapida e controlada do

agente terapéutico.

5.6 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

O ensaio de citotoxicidade por meio de cultura celular foi realizado, visto que
conseguem avaliar a viabilidade celular de diversos compostos com sucesso, devido a
sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e custo acessivel (Panneerselvam et al.,
2024). O teste foi realizado para avaliar a seguranca dos nanossistemas frente aos
fibroblastos L929, bem como comparar com as nanoparticulas contendo o farmaco (NS-
R e NC-R), nanoparticulas sem IFA (NS e NC) e o 06leo de gergelim utilizado para a
producdo das nanocapsulas, para avaliacdo de um possivel sinergismo que possa haver
com o farmaco, com concentracfes avaliadas entre 25 pg/mL ¢ 1,0 mg/mL. Os
resultados apresentados na Figura 18 demonstram que as nanoparticulas sem farmaco
ndo apresentaram citotoxicidade até a concentracdo de 12,5 pg/mL, visto que nédo
reduziu a viabilidade em até 70%, ao contrario das nanoparticulas com resveratrol, que

foram citotdxicas a partir dessa mesma concentracdo (p<0,001).

A nanocépsula com farmaco foi mais citotdéxica que a nanoesfera visto que, na
concentragdo de 12,5 ug/mL o percentual de inibicdo da NC-R atingiu 15%, enquanto a
NS-R permaneceu por volta de 10%, porém estes valores ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05). Nota-se que as nanoparticulas intensificaram a
atividade do resveratrol, visto que ele comegou a apresentar citotoxicidade apenas na
maior concentragao (25 pg/mL), enquanto as nanoparticulas foram bastante citotoxicas
desde 12,5 ug/mL (p<0,001). Tais resultados podem ser corroborados com os valores
das concentragdes citotdxicas (CCso) para cada amostra testada apresentados na Tabela
11.
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Figura 18. Percentual de inibicao das células nas diferentes concentrages testadas.
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Legenda: 0: Controle negativo apenas com o meio de cultivo. NS: Nanoesfera NS-R: Nanoesfera com
resveratrol NC: Nanocapsula NC-R: Nanocapsula com resveratrol. ***p<0,001, quando comparado Resv.
livre com NC-R e NS-R, quando comparado NS com NS-R e NC com NC-R.

Fonte: autoria propria.
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Tabela 12. Concentraces citotoxicas das substancias testadas para a célula L929.

CCso (ng/mL)
Substancias L929
Média Desvio padréo

Resveratrol livre 24,04 3,56
Oleo de gergelim 40,74 6,38
NS 24,98 3,18
NS-R 8,74 0,61
NC 19,58 2,45
NC-R 8,77 0,32

Legenda: NS: Nanoesfera NS-R: Nanoesfera com resveratrol NC: Nanocapsula NC-R: Nanocapsula com

resveratrol.

Os dados indicam que o resveratrol livre apresenta uma CCso de 24,04 pg/mL,
situando-se na faixa do intervalo de confianga de 20,58 a 29,26 ug/mL, o que confirma
a eficacia do farmaco livre na inibicdo do crescimento dos fibroblastos L929 e sua
toxicidade. Comparativamente, o Oleo utilizado para a producdo das nanocépsulas
mostrou uma CCsp significativamente mais alta (40,74 pg/mL), sugerindo uma menor
citotoxicidade quando utilizado isoladamente, necessitando de doses mais elevadas para
causar a morte das células. Os controles em branco (NS e NC) apresentaram CCsp de

24,98 pg/mL e 19,58 pg/mL, respectivamente.

Esses resultados indicam que, na auséncia do farmaco ativo, a citotoxicidade é
reduzida, exigindo concentracfes mais elevadas para inibir o crescimento dos
fibroblastos. No entanto, a citotoxicidade ainda esta presente devido aos componentes
da formulagdo das nanoparticulas. As nanoparticulas contendo o resveratrol (NS-R e
NC-R) apresentaram CCso de 8,74 ug/mL e 8,77 pg/mL, respectivamente. Estes valores
sdo consideravelmente menores do que os observados para o farmaco livre, indicando
um aumento na eficécia citotoxica quando o resveratrol é encapsulado. Este efeito pode

ser atribuido a potencializacéo a a¢do do resveratrol devido a nanoestruturacéo.
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Os resultados deste estudo sdo consistentes com outros estudos que avaliaram a
citotoxicidade do resveratrol encapsulado em nanoparticulas poliméricas. Por exemplo,
um estudo publicado por Lian et al. (2019) relatou uma CCsp menor para nanoparticulas
de resveratrol (110,8 pg/mL) em compara¢do ao resveratrol livre (157,2 pg/mL),
sugerindo um efeito sinérgico similar ao observado no presente estudo. Esses
resultados, alinhados com o0s encontrados na literatura, destacam a vantagem das
nanoparticulas poliméricas em potencializar a acdo do resveratrol, provavelmente
devido a melhor internalizacdo celular e liberacdo controlada do farmaco. A diferenca
observada na citotoxicidade entre o farmaco livre e as nanoparticulas pode ser atribuida
a fatores como a estabilizacdo do resveratrol, a protecdo contra degradacao e a entrega

direcionada, que juntos contribuem para uma maior eficcia terapéutica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As consideracOes finais deste trabalho indicam que o planejamento experimental
para otimizacdo da obtencdo foi eficaz, resultando no desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas com caracteristicas fisico-quimicas apropriadas. As anélises
de DLS, STEM e o estudo de estabilidade durante 180 dias demonstraram que essas
nanoparticulas possuem tamanho uniforme, distribuicdo homogénea, potencial zeta e
estabilidade durante 0 armazenamento adequados para utilizagdo como nanocarreadores

para administragdo oral.

As técnicas de caracterizacdo confirmaram a eficiente incorporacdo do farmaco
na estrutura das nanoparticulas, garantindo bom encapsulamento e minimizando perdas
durante o armazenamento. Os ensaios de liberacdo in vitro demonstraram que as
nanoparticulas proporcionam uma liberacdo prolongada do resveratrol por pelo menos
48 horas, contrastando com as 5 horas de liberacdo do farmaco livre. Essa liberacédo
prolongada é promissora, pois pode melhorar a absorcdo e aproveitamento do
resveratrol pelo organismo, trazendo beneficios para o regime posol6gico e melhoria na
toxicidade. Os resultados da liberagdo corroboram com as respostas de citotoxicidades
obtidas no ensaio com as nanoparticulas, onde elas puderam aumentar a atividade

citotdxica do farmaco.

Portanto, pode-se concluir que as nanoparticulas desenvolvidas tém potencial
para serem utilizadas como um sistema de liberacdo oral de farmacos de acdo
prolongada, com destaque para as nanocapsulas, que obtiveram uma a¢do citotoxica
melhor e um sistema de liberacdo mais eficiente. Ainda que as nanoesferas também
apresentem acdo citotoxica e uma liberacdo prolongada eficaz, sua metodologia de

producdo é financeiramente mais onerosa que a producao de nanocapsulas.

Sendo assim, ainda s&o necessarios estudos de toxicidade celular em modelos de
cancer de mama e a farmacocinética in vivo para confirmar a melhora na absorcéo oral e
biodisponibilidade, quando administradas em animais ou humanos. Somente ap6s esses
estudos adicionais serd possivel avaliar plenamente o potencial terapéutico e a
seguranca dessas nanoparticulas como sistema de entrega oral eficaz para o tratamento
do cancer de mama. Em dUltima analise, essas descobertas podem abrir novas
perspectivas para o tratamento de doencas, melhorando a eficacia do resveratrol como

principio ativo farmacéutico.
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6.1 Perspectivas

e Obtencdo e caracterizacdo das nanoparticulas liofilizadas;
e Ensaio de estabilidade das nanoparticulas liofilizadas;

e Realizacdo de ensaios de citotoxicidade in vitro em modelos celulares de cancer de
mama;

e Realizacdo de ensaios de toxicidade aguda in vivo em camundongos;

e Obter formas farmacéuticas sélidas orais a partir das nanoparticulas desenvolvidas;
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7 ANEXOS

A. Apresentacdo de trabalho no Encontro Brasileiro de Inovacéo Terapéutica.

4

= 79EBIT

ncantra Brasileiro para

Er
. Inovacho Terapdutica

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho “APLICACAO DO QUALITY BY DESIGN NA OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE
NANOPARTICULAS POLIMERICAS” de autoria de B. F. L. A. HOLANDA, E. 0. SILVA, M. L. SOUZA, V. A. W.

SALES, D. F. MELO, D. E. S. SILVA, P. J.

ocorrido de 16 a 19 de abril d
de Ciéncias Sociais Aplicadas - CC

,u{awmmﬁﬂliu_;um&mmg Uiy
{ Tl .
PROF". DRA. MARIA DANIELLY PROF. DR. MOACYR REGO
LIMA DE OLIVEIRA Vice - presidente do 7°
Presidente do 7 EBIT EBIT

~

PPGITE: lllnupit €) FADE 55 & RCNPy CJFACEPE -5 () B,

Coraicus sk 3 et

B. Artigo de revisdo a ser submetido no Journal of Biomedical Nanotechnology
(Qualis Al).

Influéncia do Design Experimental na otimizacio do desenvolvimento de nanoparticulas
lipidicas e poliméricas

Bruna Fernanda de Lima Arruda Holandal

Maria Layinya Arruda da Rocha®

Larissa Pereira Alves®

Emerson de Oliveira Silva*

Demis Ferreira de Melo®

Myla Lébo de Souza®

Pedro José Rolim Neto”

Palavras-chave: Quality by Design; Otimizacdo Box-Behnken: Nanoparticulas.
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INTRODUCAO
O desenvolvimento farmacéutico tem como objetivo projetar um produto de qualidade

junto ao seu processo de fabricacdo para fornecer o desempenho pretendido do produto. As
informagdes e o conhecimento adquiridos a partir de estudos de desenvolvimento farmacéutico
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C. Artigo experimental, fruto dos resultados obtidos neste trabalho de mestrado, a

ser submetido no International Journal of Nanomedicine (Qualis Al).

Title: Development of Resveratrol Polymeric Nanoparticles as a Carrier for breast cancer

treatment: Statistical Design, Optimization, characterization, and in vitro activity

Bruna Fernanda de Lima Arruda Holanda!
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Abstract

Breast cancer, characterized by a complex tumor microenvironment and aggressive
behavior, is one of the most prevalent malignancies among women in Brazil, with an
estimated 74,000 new cases annually until 2025 Conventional treatments face significant |
challenges, such as low specificity, systemic toxicity, and drug resistance. Resveratrol
(RES), a polyphenolic phytoalexin derived from plants, has shown therapeutic potential
against breast cancer by inhibiting cell proliferation, invasion, metastasis, and inducing
apoptosis. Furthermore, RES can enhance the efficacy of chemotherapy and radiotherapy.
However, its hydrophobicity, lack of selectivity, renal toxicity, and photolytic and
chemical instability limit its clinical application. The use of nano-delivery agents offers
a promising alternative to overcome these limitations by improving stability, providing
active and passive targeting. allowing controlled release. and increasing bioavailability
and accumulation in breast carcinoma cells. Therefore, the aim of this work 1s...
Compatibility studies between the formulation components were conducted through the
evaluation of FTIR spectra, DSC curves, and XRD graphs.
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