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RESUMO

As aplicacdes dermatoldgicas do phloretin sdo restringidas por sua baixa solubilidade em &gua.
Essa biomolécula, encontrada principalmente em frutas citricas, apresenta recentes e
importantes aplicacfes bioldgicas. A nanotecnologia tem sido utilizada como estratégia para
aumentar a solubilidade aparente de farmacos e biofarmacos lipofilicos em meio aquoso e
melhorar seu efeito bioldgico. Sendo assim, este trabalho visou desenvolver, caracterizar,
avaliar a seguranca e os efeitos citotoxicos de nanocapsulas poliméricas contendo phloretin
(NC-Phl). Além disso, incorporar NC-Phl em uma formulacdo semissolida inovadora a partir
do polimero Lecigel® (HG-NC-Phl). O método analitico foi validado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC —UV). Todos os parametros avaliados foram considerados adequados
segundo a Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) 166 de 24 de julho de 2017. A linearidade,
com intervalo de 0,5 a 15 pg/mL, apresentou um R2 = 0,999. O desvio padrdo relativo da
precisdo intra e inter dia foi de 1,67; 2,39, respectivamente. A exatidao apresentou um desvio
padrdo relativo menor que 4,7% e o fArmaco apresentou adequada porcentagem de recuperacao
(95,8% - 103,7%). NC-Phl foi preparada pelo método de nanoprecipitacdo e a avaliacdo da
qualidade foi realizada através da medida de tamanho, pH, potencial zeta, teor do farmaco e
eficiéncia de encapsulagéo. Os efeitos citotoxicos foram avaliados em células MRC5 (linhagem
celular de fibroblastos) HaCaT (linhagem celular de queratindcitos) e SK-Mel-28 (linhagem
celular tumoral). Foi observado que NC-Phl podem ser consideradas seguras em linhagens de
fibroblastos e queratindcitos e, ao mesmo tempo, apresentou efeito citotoxico em linhagem
celular SK-Mel-28 apds exposicdo por 72h. HG-NC-Phl foram caracterizados em relagdo a suas
propriedades fisico-quimica, pH e teor do farmaco. HG-NC-Phl apresentou comportamento
pseudoplastico. Verificou-se através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) a presenca
de NC-Phl incorporadas no Lecigel®. Portanto, foi desenvolvido e validado um método
analitico adequado para quantificagdo de NC-Phl. Foram produzidas suspensdes de
nanocapsulas contendo phloretin em baixa concentracédo, as quais foram seguras e com efeito
citotoxico em cultura de células SK-MEL-28. Além disso, o hidrogel inovador proposto
apresentou interessantes caracteristicas para futuras aplicaces dermatologicas versateis tanto

para cosmecéutica, como efeitos antioxidantes, quanto para terapia de melanoma.

PALAVRAS-CHAVE: Pnhloretin; HPLC-UV; nanotecnologia; avaliacdo da qualidade;

melanoma



ABSTRACT
Dermatological applications of phloretin are restricted by its low water solubility. This
biomolecule, found mainly in citrus fruits, has recent and important biological applications.
Nanotechnology has been used as a strategy to increase the apparent solubility of lipophilic
drugs and biopharmaceuticals in aqueous media and improve their biological effect. Therefore,
this work aimed to develop, characterize, evaluate the safety and cytotoxic effects of polymeric
nanocapsules loaded phloretin (NC-Phl). Also, to incorporate NC-Phl in an innovative semi-
solid formulation from Lecigel® polymer (HG-NC-Phl). The analytical method was validated
by high performance liquid chromatography (HPLC —-UV). All parameters evaluated were
considered adequate according to the Resolution of the Collegiate Board (RDC) 166 of July 24,
2017. The linearity, with an interval of 0.5 to 15 pg / mL, presented an R2 = 0.999. The relative
standard deviation of intra- and inter-day precision was 1.67; 2.39, respectively. The accuracy
showed a relative standard deviation of less than 4.7% and the drug showed an adequate
percentage of recovery (95.8% - 103.7%). NC-Phl was prepared by the nanoprecipitation
method and the quality assessment was carried out by measuring size, pH, zeta potential, drug
content and encapsulation efficiency. The cytotoxic effects were evaluated in MRC5 cells
(fibroblast cell line) HaCaT (keratinocyte cell line) and SK-Mel-28 (tumor cell line). It was
observed that NC-Phl can be considered safe in fibroblast and keratinocyte strains and, at the
same time, it presented a cytotoxic effect in SK-Mel-28 cell line after 72h exposure. HG-NC-
Phl were characterized in relation to their physicochemical properties, pH and drug content.
HG-NC-Phl showed pseudoplastic behavior. The presence of NC-Phl incorporated in Lecigel®
was verified through scanning electron microscopy (SEM). Therefore, an adequate analytical
method for the quantification of NC-Phl was developed and validated. Suspensions of
nanocapsules loaded phloretin in low concentration were produced, which were safe and with
a cytotoxic effect in SK-MEL-28 cell culture. Also, the proposed innovative hydrogel presented
interesting characteristics for future versatile dermatological applications, both for

cosmeceuticals, as antioxidant effects, and for melanoma therapy.

KEYWORDS: Phloretin; HPLC-UV; nanotechnology; quality assessment; melanoma
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1.0 Introducéo

O flavonoide phloretin (Phl) é encontrado, principalmente, nas macas e frutas citricas e faz
parte da classe quimica da di-hidrochalcona, possui importantes atividades antioxidante e anti-
inflamatdria (WANG et al., 2014). As propriedades bioldgicas do Phl foram avaliadas em
linhagem do céancer géstrico (XU et al.,2018), no cancer de mama humano (WU et al., 2018),
células (EC-109) cancerigenas do es6fago (DUAN et al., 2017) e células do cancer do c6lon
humano HT-29 (PARK et al., 2007). Paralelamente foi avaliada a seguranca em linhagens
celular ndo tumorais como células do pulmédo A549 (MIN et al., 2015), e células epiteliais da
mama (KIM et al., 2009).

Trabalhos anteriores ja demonstraram que quando aplicado sobre a pele, essa biomolécula inibe
atividade da elastase e da matriz metaloproteinase-1 (MMP-1) (LEU et al., 2006), e também
reduz a atividade da tirosinase celular e o conteido da melanina (LIN et al., 2007). Além disso,
induz apoptose em células do melanoma 4A5 de camundongos B16 (LIN et al., 2007). Em um
estudo foi notado que o Phl quando combinando com o acido ascorbico e o &cido feralico sdo
capazes de reduzir a formacéo de dimeros induzidos por UV e expressdo de MMP-3 e p53 em
pacientes (ORESAJO et al., 2008). Também foi estudado o efeito antiacne do Phl na pele de
voluntarios e observou-se a reducdo de comeddes e a producdo de sebo (KUM et al., 2016).
Sendo assim, diferentes autores demonstram o potencial terapéutico dessa biomolécula, o que
justifica o crescente interesse no seu uso em novas formulacdes dermocosméticas e estudos na
area da pesquisa utilizando modelos in vitro e in vivo a fim de consolidar essas importantes
aplicacdes.

Apesar dos beneficios apresentados pelo Phl este tem sua aplicacdo clinica limitada em razédo
da sua baixa solubilidade em &gua o que dificulta a incorporacdo em formulagdes topicas. A
solubilidade de Phl estudada por Li e colaboradores (2011) foi verificada em alcoois
especialmente metanol e etanol (Li et al., 2011). Diante disso, uma possibilidade é a
incorporagdo dessa biomolécula em sistemas inovadores capazes de encapsular farmacos
hidrofobicos conhecidos como sistemas carreadores nanoestruturados dentre 0s quais as
nanocapsulas poliméricas séo seus representantes (CONTRI et al., 2016; CHAVES et al., 2017,
FRANK et al., 2017). As nanocépsulas poliméricas tém a capacidade de contornar problemas
relacionados ao farmaco, ou seja, podem proteger o ativo contra a degradagéo da luz ultravioleta
aumentar o direcionamento celular, liberar o farmaco de forma controlada e ainda reduzir
efeitos adversos relacionados aos farmacos (WEISS-ANGELLI et al., 2008; DETONI et al.,

2012; FRANK et al., 2015). Na aplicacdo tdépica as nanocépsulas podem atuar como
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reservatorio de medicamentos lipofilicos, modular sua penetracdo, permeacao através da pele,
controlando o contato das substancias com o estrato cérneo (CONTRI et al., 2014).

Os sistemas nanoestruturados apresentam tamanho de particula inferior a 1um. As
nanocépsulas poliméricas sdo constituidas por uma capa organizado ao redor de um nucleo
oleoso, a substancia ativa pode estar dissolvida no nucleo oleoso ou adsorvida na parede
polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003). E importante salientar que esse tipo de nanoparticula
sdo capaze de encapsular até 100% do ativo (BILATI et al., 2005).

As nanocapsulas poliméricas sdo obtidas na forma de suspensdes aquosas, sendo de dificil
aplicacdo na superficie da pele. Nesse sentido, autores tém proposto sua incorpora¢do em
veiculos semissélidos a fim de melhorar ou tornar essa aplicacdo possivel (CONTRI et al.,
2014; FRANK et al.; 2017). Um interessante polimero é o Lecigel®, uma matéria-prima
destinada a produzir géis constituidos de copolimero de acrilato de sodio e lecitina. Este
polimero tem sido utilizado em produtos comerciais como por exemplo em sérum da
UnderSkin®, um gel redutor da Pharmapele, e base facial hidratante da Biozenthi entre outros.
Embora existam linhas com o Lecigel® o desenvolvimento com nanoparticulas incorporadas
ndo é citado na literatura no momento. Sendo assim, este trabalho é inovador, pois combina as
vantagens que a hanotecnologia pode agregar ao encapsulamento de um farmaco e ainda é capaz
de aplicar esse sistema a um polimero que ainda nao foi estudado para veicular nanocépsulas
poliméricas, desenvolvendo uma formulacdo nanotecnolégica com potencial aplicacao
terapéutica.

Na literatura, o uso do Phl vem sendo proposto para tratamento ou prevencdo de certas
condicdes da pele, como fotoenvelhecimento, acne, distirbios pigmentares e o cancer de pele.
Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver nanocdpsulas poliméricas inovadoras
contendo Phl, bem como produzir um hidrogel como formulagdo dermatologica para

possibilitar sua aplicagdo terapéutica.
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2.0 Revisdo bibliogréafica

2.1 Pele

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano envolvendo uma éarea de superficie de
aproximadamente 1,5 - 2,0m que protege os 6rgdos internos do corpo atuando como uma
barreira contra efeitos externos. Um exemplo desse efeito é a radiacdo solar que esté relacionada
a alteragOes cutaneas, tais como a formacdo de rugas, descamacdo, ressecamento,
anormalidades na pigmentacdo (hipopigmentacdo ou hiperpigmentacdo) e do cancer de pele
(NICHOLS e KATIYAR, 2010).

A pele apresenta duas camadas principais; epiderme e derme. A epiderme é a camada superior
da pele, apresentando uma espessura de apenas 0,1 a 0,2 mm. Ela é constituida por células
chamadas queratindcitos, que se diferenciam a partir da camada basal. A medida que s&o
deslocados para a parte superior da pele, esses queratinécitos vao se estratificando, perdendo
seus nucleos e eventualmente formando um aglomerado de queratina, conhecidos como
cornedcitos. Essa camada queratinizada superior forma a barreira cutanea, cuja funcdo é
proteger a pele contra a entrada de bactérias e prevenir a perda de fluidos e eletrdlitos. E na
camada basal que estdo presentes os melandcitos, células dendriticas que produzem o pigmento
melanina, com a funcéo de protecdo da pele contra a radiacdo ultravioleta (MACNEIL, 2007,
LEE et al., 2013).

A derme ¢é a camada inferior, com espessura maior em relacdo a epiderme, 1 a 4 mm e esta
conectada @ membrana basal. Consiste de diferentes tipos de fibras colégenas, principalmente
o tipo |, ela é bem vascularizada e contém receptores sensiveis ao toque, temperatura e dor.
Além disso, foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas estdo presentes na derme e se
estendem até a epiderme (MACNEIL, 2007).

2.2 Melanoma

Segundo o INCA (Instituto Nacional de Céancer), no Brasil, o cancer de pele ocupa a primeira
posicdo, correspondendo a 30% de todos os tumores malignos registrados no pais (INCA,
2020). O melanoma é considerado o tipo de cancer mais agressivo entre os canceres de pele
com surgimento nos melandcitos (células que produzem pigmento na pele) (MASSI et al.,
2020).

Existem trés tipos principais de cancer de pele Carcinoma basocelular (CBC), Carcinoma

espinocelular (CEC) e o Melanoma que apresentam etiologia e progressao diferentes, porém,
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sabe-se que compartilham uma caracteristica importante: todos podem se originar a partir da
exposicao exacerbada a radiacdo ultravioleta.

2.2.1 Carcinoma basocelular (CBC):

E o mais prevalente dentre todos os tipos de cancer. O CBC surge nas células basais, que se
encontram na camada mais profunda da epiderme. Estd presente com mais frequéncia nas

regibes mais expostas ao sol, como face, orelhas, pescoco, couro cabeludo, ombros e costas.

2.2.2 Carcinoma espinocelular (CEC):

Este é o0 segundo mais prevalente entre todos os tipos de cancer de pele. Manifesta-se nas células
escamosas, que constituem a maior parte das camadas superiores da pele. Pode se desenvolver
em todas as partes do corpo, embora seja mais comum nas areas expostas ao sol, como orelhas,

rosto, couro cabeludo e pescogo.

2.2.3 Melanoma:

Este tipo se inicia nos melandcitos, sdo constituidos por dendritos que se estendem para 0s
queratindcitos. Estdo presentes na membrana basal e sdo responsaveis pela producdo de
melanina.

A taxa de incidéncia do cancer do tipo melanoma é cerca de 1/10 dos casos de cancer do tipo
ndo melanoma, porém, a taxa de morte é de aproximadamente 8 vezes superior ao tipo ndo
melanoma (LIU-SMITH et al., 2017). Anualmente, no Brasil, € realizada uma estimativa de
Novos casos, e neste ano a estimativa foi de 8.450 sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres. Ja o
namero de mortes é de 1.794, sendo 1.012 homens e 782 mulheres (INCA, 2020).

Esta doenca € a forma mais perigosa do tumor de pele e é capaz de causar 90% da mortalidade
do céancer de pele sendo a recidiva ou a recorréncia do melanoma uma falha comum no
tratamento. A classificagdo é baseada no sistema de estadiamento tumor-nddulo metéastase
(TNM) cuja classificacdo é baseada nas caracteristicas do proprio tumor sendo esse sistema
importante para avaliagdo médica do tumor (ANDRADE e JUDICE, 2010). O diagnostico e
realizado clinicamente por dermatoscopia e o estadiamento € realizado segundo a American
Joint Commission on Cancer (AJCC) (GARBE et al., 2016).

Um dos fatores que contribui para esse tipo de tumor ¢ a radiacdo UVB pois esse estimulo é
capaz de iniciar a melanogénese, via processo dependente da inflamacdo aguda. A radiacéo
UVB é a mais energética e que pode induzir danos no DNA. E descrito que a radiagio

ultravioleta seja o fator etiolégico ambiental mais importante para o desenvolvimento do
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melanoma, pois promove muta¢cdes em oncogénese e supressdo da resposta imune. Ja a radiacao
UVA produz espécies reativas de oxigénio capazes de causar danos secundarios ao DNA, e,
portanto, induzir ao cancer de pele (LIU-SMITH et al., 2017).

Entre os tratamentos, o primeiro quimioterapico aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) foi a dacarbazina em 1975, que alquila o0 DNA e impede a divisdo celular.
Embora amplamente utilizado tanto isolado como em associagdes, a dacarbazina exibe eficacia
moderada, apresentando taxa de resposta completa em apenas 5% dos casos (MISHRA et al.,
2018). Em 2011, um anticorpo conhecido como ipilimumab (Yervoy) também foi aprovado
pelo FDA, resultado de um estudo que mostrou o blogueio e o envolvimento do antigeno 4
associado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), essa terapia foi capaz de promover taxas de
sobrevida significativas em melanoma metastatico maligno resultando em uma importante
descoberta relacionada ao papel do sistema imunoldgico na luta contra o cancer (CALLAHAN
etal., 2013).

Além dos medicamentos ja apresentados, plantas medicinais podem oferecer alternativas
interessantes para o tratamento desta doenca (GARBE et al., 2016). Os chamados fitoquimicos
sdo compostos biologicamente ativos derivados de plantas com atividades relevantes tanto na
prevencdo quanto no tratamento do melanoma, pois tém propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias, antiproliferativas e antiangiogénicas, amplamente disponiveis e de baixo custo.
Entre os fitoquimicos ja avaliados e com aplicacbes promissoras do melanoma, estdo a
capsaicina, curcumina, epigalocatequina-3-galato, genisteina, resveratrol, indol-3-carbinol,
compostos organossulfurados (dialil trissulfeto), entre outros (NG et al., 2018). Sendo assim,
0 melanoma é uma doenca de natureza agressiva e resistente, cujos tratamentos atuais
apresentam uma série de desvantagens como a baixa especificidade, alta toxicidade e baixa taxa
de resposta completa (MISHRA et al., 2018). Portanto, visto que o flavonoide Phl apresenta
evidéncias positivas no tratamento do melanoma, este foi escolhido visto que seja promissor no

desafio de se obter melhores prognosticos para os pacientes acometidos pelo melanoma.

2.3 Phloretin

O Phl é um flavonoide encontrado especialmente nas frutas citricas, folhas e raizes da macieira
(Malus domestica), e também esta presente no seu suco. E conhecido por suas importantes
propriedades bioldgicas como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral
(SHIN, 2014; DE OLIVEIRA, 2016). E considerado um fitocomposto antioxidante poderoso

que pode proteger sistemas bioldgicos contra o estresse oxidativo, podendo ser utilizado como
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um suplemento natural para prevencdo de doencas relacionadas aos radicais livres (NITHIYA
e UDAYAKUMAR, 2016), bem como em formula¢fes farmacéuticas dermatolégicas
(CAMARA, 2019). Estudos mostram que a atividade antioxidante de 100 g de maga fresca
possui 0 equivalente a 1.500 mg de vitamina C (EBERHARDT et al., 2000). Isso demonstra
um elevado potencial antioxidante favoravel de Phl pois, segundo a Organiza¢do Mundial da
salde (OMS), a indicagdo da vitamina C para um individuo adulto é de 45 mg/dia.

Um artigo de revisdo da literatura publicado recentemente aborda as principais aplicacfes
dermatoldgicas do Phl (CASARINI et al., 2020). Nesse artigo, os autores relataram suas
principais aplica¢des na pele em utilizagdo no melasma, protecéo contra o fotoenvelhecimento,
antiacne e o tratamento do melanoma. As concentracdes utilizadas em cada doenca de pele sdo
variadas normalmente entre 10 a 200 uM, sendo as maiores concentracdes utilizadas para o
tratamento do melanoma e as mais baixas como prevencdo ao fotoenvelhecimento. Os
experimentos realizados in vitro consideram cultura de células na linhagem HaCaT
(queratindcitos). Além disso, alguns autores avaliam a permeacdo e penetracdo desse
biocomposto em pele de orelha de porco, em célula de Franz. A primeira nanoparticula
contendo Phl foi proposta por Lee e Cho usando poli (&cido latico-co-glicélico) funcionalizadas
com amina. A partir desse ano existem somente 4 trabalhos na literatura que propde encapsular
o0 Phl, sendo os citados: nanofibra de poli (alcool vinilico) e succinato de Da-tocoferil
polietilenoglicol contendo Phl (NAM et al., 2017), nanoparticulas de ouro conjugada com Phl
(PAYNE et al., 2018), nanoparticulas de quitosana carregadas com Phl (MARIADQOSS et al.,
2019) e nanoparticulas de poli (D, L-lactideo-co-glicolideo) revestidas com quitosana (LEE et
al., 2019) sendo que nenhum destes trabalhos envolve o desenvolvimento de nanocépsulas
poliméricas. Ainda, o trabalho aponta que existem produtos contendo Phl disponiveis
comercialmente, todos com o Phl na forma ndo encapsulada e a maioria desses produtos
possuem efeitos antienvelhecimentos e antirrugas sendo classificados como cosméticos ou
cosmecéuticos (CASARINI et al., 2020).

O Phl tem como aspecto em p6 branco amarelado a bege com baixa solubilidade em &gua (0,040
+ 0,002 mg/mL), soluvel em alcoois, especialmente metanol e etanol, seu armazenamento deve
ser protegido da luz pois pode se oxidar (LI et al., 2011; Wei et al., 2017). Essas caracteristicas,
aliada aos recentes trabalhos que demonstram o potencial terapéutico dessa biomoélecula tornam

o Phl um interessante candidato ao encapsulamento em nanocapsulas poliméricas.
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2.3.1 Efeito antienvelhecimento e antitumoral do Phloretin

A importancia que os cosmeticos tém, hoje em dia, € inegavel. O efeito dermatolégico do Phl
estudado por Oresajo e colaboradores (2008) demonstrou o efeito fotoprotetor de Phl sendo este
associado a vitamina C e acido feralico em uma formulacéo topica. Neste estudo, 10 voluntarios
(18 a 60) anos de idade, Fitzpatrick tipos (Il e IlI), foram tratados com a formulacdo
antioxidante ou com veiculo controle durante 4 dias consecutivos. Os resultados mostraram que
a aplicacdo da formulagéo antioxidante atenuou os danos causados pela radiacdo UV. Por esse
motivo, os autores sugerem que além do efeito antioxidante, a associagdo de Phl e vitamina C
apresentam potencial de ser utilizada no tratamento do cancer de pele ndo melanoma visto que
ela age em um dos principais fatores associados ao aparecimento da doenca, a lesdo ao DNA,
(ORESAJO et al., 2008). Como a geracao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio estdo
envolvidas em uma série de doen¢as humanas, incluindo o cancer, a atividade antioxidante de
Phl deve ser uma das responsaveis pelo seu efeito protetor e terapéutico, justificando a
associacdo dessas biomoléculas pelos autores.

Qin e colaboradores (2015), demonstraram que 0 Phl, em concentrag¢des de até 200 umol/mL,
apresentam atividade anticancer contra diferentes linhagens celulares, incluindo células
humanas de cancer de pulméo (A549), células de cancer hepatico (Bel7402), cancer ileocecal
humano (HepG2), e cancer de colon humano em linhagem celular (HT-29) (QIN et al., 2015).
Abkin e colaboradores (2016) estudaram os efeitos do Phl no melanoma, e observaram que o
Phl aumentou a eficacia da penetracdo de HSP70 em células de melanoma de camundongo B16
e eritroblastos humanos K-562. Além disso, a incubag¢do com Phl 20 uM também estimulou um
aumento do rompimento das células comparando com as células ndo tratadas (Abkin et al.,
2016).

Sendo assim, é possivel observar que ha indicativos de que o efeito antienvelhecimento e
antitumoral estejam relacionados, uma vez que as espécies reativas de oxigénio estdo associadas
a exposicdo UV e sdo responsaveis pelo processo de envelhecimento e também estdo
relacionadas em diferentes vias de sinalizacdo celular (SANCHES, et al., 2017). Contudo, como
se trata de pesquisas recentes ainda é necessario que novos estudos estabelecam o mecanismo

desse efeito.
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2.4 Nanotecnologia

O termo nanoparticula inclui nanocépsulas poliméricas, nanoesfera e nanoemulsdo que diferem
entre si pela composicdo e a organizacdo estrutural (SCHAFFAZICK et al., 2003). Essas
particulas apresentam um tamanho inferior a 1um. As nanocépsulas poliméricas sdo
constituidas por uma camada polimérica organizado ao redor de um nucleo oleoso, a substancia
ativa pode estar dissolvida no nlcleo oleoso ou adsorvida na parede polimérica. As nanoesferas
ndo possuem o6leo na sua composicdo e sdo formados por uma matriz polimérica podendo o
farmaco ficar retido ou adsorvido (SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoemulsdes séo
caracterizadas por ndo apresentar uma parede polimérica e pelo modo descrito de preparacao
que envolve aplicacdo de energia cinética entre 6leo e 4gua (SARHEED et al., 2020). Além
disso, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas e as caracteristicas da particula é possivel
obter uma eficiéncia de encapsulacdo em torno de 100% (BILATI et al., 2005).

As nanoparticulas sdo estudadas em diversas areas, e apresentam grande interesse na area da
farmacia, podendo serem usadas para diversas rotas de administracdo como oral, nasal,
parenteral, intra-ocular e na pele (MOHANRAJ e CHEN, 2007). Os sistemas nanotecnolégicos
tém recebido muita atencdo na Ultima década e demonstram grande potencial na area
farmacéutica sendo possivel o aumento da solubilidade aparente e a penetracdo de varias
substancias ativas em tecidos e mucosas (FRANK et al., 2015; YINGNGAM et al., 2019). Além
disso, Mathes e colaboradores (2016) estudaram o uso de nanocarreadores a fim de aumentar a
captacdo celular sendo possivel diminuir os efeitos adversos (MATHES et al., 2016). Contri e
colaboradores (2014) mostraram que esses sistemas apresentam capacidade diminuir a
irritabilidade na pele (CONTRI et al., 2014) e ainda Frank e colaboradores (2017) estudaram a
capacidade de transpor barreiras de mucosa (FRANK et al., 2017).

Esses sistemas possuem diversas técnicas descritas no preparo, umas delas € a nanoprecipitacéo
que € uma técnica promissora em escala industrial pois ha uma facilidade nessa produgéo, uma
alta eficiéncia de encapsulamento e alta reprodutibilidade (YINGNGAM et al., 2019). Essa
técnica, no entanto, é ideal para farmacos com propriedades lipofilicas que apresentam
solubilidade baixa em agua (BILATI et al., 2005). E importante ressaltar que as preparagdes
das nanocapsulas poliméricas séo suspensdes aquosas e que para administra-las pela via cutanea
se faz necessario veicular em formulagdes com adequada viscosidade, como por exemplo
formulaces semissolidas como hidrogéis de modo que aumente o tempo de contato da

formulacdo com a pele.
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2.4.1 Avaliacao da qualidade de sistemas nanotecnol6gicos

O estudo das interacGes entre materiais nanoengenharia e sistemas biolgicos desempenha um
papel vital no desenvolvimento de aplicagcfes bioldgicas da nanotecnologia e o aprimoramento
da compreensdo é fundamental na interface bio-nano (FARIA et al.,2018).

A manipulacdo de um produto em escala nanomeétrica é um dos principais focos das pesquisas
em desenvolvimento tecnolégico do momento (MARTINS, 2016). Diversas sdo as aplicaces
e as vantagens que o sistema nanotecnolégicos podem proporcionar, como por exemplo,
aumento da estabilidade do medicamento devido a protecdo contra degradacdo quimica,
aumento da interacdo com tecidos e células, direcionamento do medicamento e, aumento da
eficacia e diminuigdo dos efeitos adversos do medicamento (FRANK et al., 2015).

Os sistemas nanotecnoldgicos sdo sistemas ja bem consolidados. Primeiramente, foram
produzidos os lipossomas, em 1960, que foram desenvolvidos para aumentar a variedade de
ferramentas disponiveis no ambito farmacéutico. Atualmente, além dos lipossomas, séo
desenvolvidos diferentes tipos de sistemas carreadores como as nanoparticulas. Esses sistemas
permitem um tempo de circulagdo maior no organismo, além disso, existem moléculas
sinalizadoras na superficie desses sistemas com a finalidade de direcionamento para células
alvos.

Marques e colaboradores (2009) caracterizaram esses nanosistemas avaliando a morfologia,
distribuicdo do tamanho de particula determinacdo do potencial zeta, pH, quantidade do
farmaco, cinética de liberacdo e estabilidade em funcdo do tempo de armazenamento.
(MARQUES et al., 2009). Em outro estudo, Faria e colaboradores (2018) trouxeram
informacBes importantes quanto o uso de diferentes nanomateriais e suas importantes
caracterizacdes mostrando como cada caracterizacdo reflete em diferentes meios biologicos.
Por exemplo, o potencial zeta reflete na carga de superficie afetando a biodistribuicéo, a
densidade, especialmente na cultura celular, que podem ter um grande efeito na dose celular de
nanomateriais projetados durante a experimentacdo. O carregamento e a liberacdo de farmacos
também sdo uma etapa de caracterizacdo importante ja que alguns sistemas sdo direcionados
especialmente para o local de acdo (FARIA et al.,2018; FDA, 2015).

2.5 Lecigel®

Lecigel®, é um copolimero de acrilato de sodio constituido de lecitina, € um exemplo de
matéria-prima desenvolvida para produzir géis de maneira répida e simples. Esse polimero

apresenta propriedades emulsionantes, compativeis com a maioria dos compostos podendo ser
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incorporado em fase oleosa ou aquosa, também é estavel em ampla faixa de pH, 4-8 (LUCAS
MEYER COSMETICOS). Lecigel® tem sido usado em produtos comerciais, porém o
desenvolvimento concomitante com nanocapsulas poliméricas ndo esta citado na literatura até
0 momento. Sendo assim, este trabalho é o primeiro a propor a veiculacdo desse polimero em
nanocapsulas poliméricas visando o tratamento para 0 melanoma.

Sao exemplos de produtos comerciais que usam o Lecigel® como base nas formulagdes: gel
micelar antipoluicdo, creme nutritivo antienvelhecimento, gel creme refrigerante, entre outros.
As concentracdes desses produtos dependem da textura do produto final manipulado, podendo
variar de 1% a 4%. (LUCAS MEYER COSMETICOS).

A incorporacdo de nanocépsulas poliméricas tem sido uma estratégia interessante para
aumentar a adesdo das particulas a pele e a mucosas (CONTRI et al., 2014; FRANK et al.,
2017). Alguns trabalhos utilizam diferentes polimeros como veiculo das nanocapsulas
poliméricas, como por exemplo hidrogel de quitosana (CONTRI et al., 2014; FRANK et al.,
2017; CARDOSO et al., 2019), ou também de hidroxietilcelulose (HEC) (FRANK et al., 2017).
O desenvolvimento dessas formulacdes usando quitosana, carbémero, HEC, entre outros
permitem o aumento da viscosidade da formulacéo e, consequentemente, o contato adequado
com a superficie cutanea (CONTRI et al., 2010).

3.0 Objetivo

Desenvolver e avaliar a qualidade das nanocapsulas poliméricas contendo Phl, bem como
viabilizar sua aplicacdo tdpica, através da obtencdo de um hidrogel inovador, a fim de propor

uma nova formulagdo nanotecnolégica para o tratamento do melanoma.

3.1 Objetivo especifico

Desenvolver um método analitico por cromatografia liquida alta eficiéncia (HPLC-UV) para
quantificacdo de Phl;

Desenvolver e caracterizar suspensdes aquosas de NC-Phl;

Avaliar o efeito do Phl in vitro nas linhagens celular MRC5, HaCAT e SK-Mel-28:
Desenvolver um hidrogel contendo as nanocapsulas poliméricas de Phl e caracteriza-lo quanto

a distribuicdo de tamanho, pH, teor e reologia;
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4.0 Materiais e Métodos

4.1 Materiais

O Phl foi obtido da Fagron (Brasil) e Enzo Life Sciences (Estados Unidos) Poli (e-caprolactona)
(PCL 80Mn kg/mol) foi obtido da Aldrich (Lesquin, France). Lecigel® foi obtido da farméacia
de manipulagdo Dermogral Moinhos (Porto Alegre, Brasil). Polissorbato 80 (tween 80), 6leo
de copaiba e monoestearato de sorbitano (Span 60) foram obtidos de Delaware (Porto Alegre,
Brasil). Os solventes acetonitrila e metanol foram usados para analise de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e foram obtidos da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil). Os materiais para
a cultura de células foram obtidos da Gibco® (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA). A
linhagem celular para o melanoma SK-MEL-28 foi obtida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ, #0289) (Rio de Janeiro, Brasil).

4.2 Equipamentos:

Os equipamentos utilizados foram: HPLC-UV (SHIMADZU), Potenciometro (B474
Micronal), Mastersizer (2000 Malvern), rotaevaporador (Brushi), viscosimetro (LVLD-II +
Brookfield), ultrassom (modelo USC-2850A, Unique, 25kHz, 220 W; Indaiatuba, Sdo Paulo,
Brasil) Zetasizer (Zerasizer Nano ZS, Malvern Instrument), NanoSight (NanoSight LM 10 &
NTA 2.2 Analytical Software, Nanosight Ltd., Amesbury, Reino Unido), microscopia
eletronica de varredura (MEV) (microscopio de varredura Jeol-JSM-5800) e citometria de fluxo
(Guava Technologies) e espectrofotdmetro (EnVision 2103 PerkinEImer®) e microscopio
(Olympus BX-50)

4.3 Métodos

4.3.1 Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo de Phl por
HPLC-UV

O metodo analitico foi desenvolvido e validado conforme preconizado na Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) nimero 166 de 24 de julho de 2017. O método analitico foi
adaptado conforme o método proposto por Wei e colaboradores (2017).

A fase moével foi constituida de acetonitrila: &gua ultrapura com 0,2% de &cido fosforico (40:60

v/v). Foi utilizado uma coluna RP-18 Phenomenex (tamanho de particula de 250 mm x 4,6 mm
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X 5 um). O fluxo foi de 1 mL/min, o volume de injecdo foi de 20 puL ¢ o comprimento de onda
de deteccdo foi de 286 nm.

Primeiramente, uma solucdo mae foi preparada, na concentragédo de 50 pug/mL para realizar uma
curva de calibragdo. A faixa de concentragéo da linearidade foi de 0,5 a 15 pg/mL. Para a
precisdo foi utilizada uma nanocépsula branca, ou seja, sem a presenca do farmaco (NC-Br)
seguindo o0 mesmo metodo para o teor e a especificidade posteriormente descritos. Na exatiddo
foram utilizados trés pontos da curva, as concentrac6es usadas foram 0,7 pg/mL; 3,0 ug/mL e
14 pg/mL. Na determinacédo da especificidade foi usado a NC-Br. Foi pipetado da suspensdo
de NC-Br a quantidade de 100uL e diluidas em baldo volumétrico em 10mL de metanol. As
solucdes foram submetidas a ultrassom por 10 min e centrifugadas a 3600 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado em uma membrana de tamanho de poro de 0,45 um e, em seguida, 0

contetdo foi analisado por HPLC-UV

4.3.2 Desenvolvimento de nanocapsulas contendo Phloretin

As nanocépsulas contendo Phl foram preparadas pelo método de deposicdo interfacial do
polimero pré-formado (FESSI et al., 1989). A fase orgénica constituida em 6leo de copaiba
(330 uL), monoestearato de sorbitano (0,038 g) e PCL (0,1 g), acetona (24 mL), etanol (3 mL)
(Frank et al., 2017) e o flavondide Phl (0,002 g) que também foi adicionada a fase organica.
Esta solucdo lipofilica foi entdo vertida sobre uma fase aquosa contendo polissorbato 80 (0,077
g) e &gua (54 mL) com temperatura de 45°C. A acetona e o etanol foram removidos sob pressdo
reduzida e a suspensdo foi concentrada até o volume final de 10 mL. Esta formulacéo foi
denominada NC-Phl. De maneira semelhante, a mesma formulacéo sem o ativo foi denominada
de NC-Br. Para avaliar o desempenho das nanocapsulas, uma solucdo aquosa de Phl dispersa

em polissorbato 80 (0,077 g) foi preparada como controle e denominada Phl ndo encapsulado.

4.3.2 Caracterizacao de NC-Phl

As andlises da distribuicdo do tamanho de particula foram avaliadas por difracdo a laser
(Mastersizer® 2000, Malvern Instruments, Reino Unido) a 25 °C. O tamanho médio de
particula, PDI e potencial zeta foram medidos em Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido). Para o teor, foi realizada extragdo das NC-Phl diluindo 100 puL da formulagéo
em 10 mL de metanol. As solucGes foram submetidas a ultrassom por 10 min e centrifugadas a
3600 rpm por 10 min e o sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de tamanho de
0,45 um e injetado em equipamento de HPLC conforme descrito no item 4.3.1 Para determinar

a eficiéncia de encapsulagdo, foi utilizada a técnica de ultrafiltracdo-centrifugagdo (Ultrafree-
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MC 10.000 MW, Milipore, Billerica, EUA). Apos a centrifugacao a 5000 rpm por 5 min, o teor
e eficiéncia de encapsulagéo foram analisadas por HPLC conforme descrito no item 4.3.1. Foi
realizada a andlise de rastreamento de nanoparticula (NTA), esta analise é baseada no
espalhamento de luz e movimento browniano. E uma técnica microscopica com iluminacio a
laser utilizada para visualizar e analisar particulas em dispersdes liquidas. Primeiramente, a
formulagdo de NC-Phl foi diluida 1000 vezes em &gua ultrapura e depois avaliada a 25 °C por
60 segundos com deteccdo automatica (NanoSight LM 10 & NTA 2.2 Analytical Software,
Nanosight Ltd., Amesbury, Reino Unido). Todas as andlises descritas foram realizadas em
triplicata.
A eficiéncia de encapsulagédo foi calculada como a diferenca entre a concentragdo total e ndo
encapsulada do farmaco segundo a equacéo.

%EE = ((Ct-Cf))/Ctx 100
Onde Ct é a concentracdo total de Phl na formulacédo e Cf é a concentracdo de Phl na fase aquosa
da suspensao.
O pH foi medido com o auxilio de um potenciébmetro (B474 Micronal) diretamente nas

suspensdes poliméricas.

4.6 Avaliacédo in vitro em cultura de células

Para avaliar a seguranca da formulacdo NC-Phl, foram utilizadas linhagens celulares humanas
de fibroblastos (MRC5) e queratindcitos (HaCaT). Além disso, os efeitos antitumorais da NC-
Phl foram testados nas células de melanoma humano (linhagem celular SK-MEL-28). Todas as
linhagens celulares foram cultivadas em meio (DMEM) de baixa glicose suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e penicilina (100 U/mL) / estreptomicina (100 mg/mL) e
mantidas a 37 ° C, 95% de umidade e 5% de CO2 no ar.

4.6.1 Ensaio de brometo de 3- (4,5 dimetiltiazol-2-tiazil) -2,5-difenil-tetrazélio (MTT)

A citotoxicidade para as linhagens celulares das formulagdes foi determinada usando o ensaio
MTT (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Aproximadamente 5 x 103 células foram
semeadas em placas de 96 pogos e 0s seguintes tratamentos foram aplicados: Controle (meio
de cultura apenas com dimetilsulfoxido (DMSO); NC-Br (formulacdo de nanocapsulas sem

phloretin); NC-Phl (formulacéo de nanocapsula contendo 10 uM de phloretin); e Phl (10 pM
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de phloretin ndo encapsulada solubilizada em DMSO). Todas as formulag¢des foram preparadas
em condigdes assépticas.

Apds os tempos de tratamentos 48h e 72h, a solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionada as
células e incubadas por 3 h a 37 ° C. Posteriormente os sobrenadantes foram retirados e 0s
cristais foram solubilizados em DMSO (100 pL). A absorbancia foi medida a 570nm em um
espectrofotobmetro EnVision 2103 (PerkinEImer®). Os resultados foram expressos como a
porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle, considerando como 100% de

viabilidade.

4.6.2 Ensaio Cumulative population doubling (cPD)

Para avaliar os efeitos das NC-Phl na proliferacao celular do melanoma, foi realizado o ensaio
de cPD, o qual permite mensurar o indice de duplicacdo de uma dada populagdo de células em
um determinado periodo de tempo. Aproximadamente 2 x 10* células SK-MEL-28 foram
semeadas em uma placa de 48 pocos e tratadas por, 48 e 72 h. Os tratamentos foram removidos
e as células foram lavadas com PBS e destacadas das placas. Um volume de 50 pL
(aproximadamente 3.500 células) foram semeados novamente e as células restantes foram
contadas em um citdmetro de fluxo (Guava Technologies) para avaliar a concentragéo celular
(primeira medicdo de proliferacdo). As células ressemeadas foram mantidas em meio de cultura
fresco (sem tratamento) por 7 dias e depois destacadas e contadas novamente no citdmetro de
fluxo (segunda medicdo de proliferacdo). O indice da duplicagcdo da populacdo celular (PD)
para o primeiro e o segundo intervalos de tempo foram determinadas a partir da formula PD =
[log N (fn) - log N (in)] / log 2, em que N (fn) é o numero de células no momento da medicao,
e N (pol) é o nimero de células na medicédo anterior. A soma foi plotada em relacdo ao tempo
de cultura (SILVA et al., 2016).

4.6.3 Analise morfométrica nuclear (NMA)

Para avaliar os efeitos da NC-Phl na morfologia nuclear das células do melanoma, que é uma
indicagdo de processos celulares como senescéncia e apoptose, foi utilizada a ferramenta de
analise morfomeétrica nuclear, descrita por (FILIPPI-CHIELA et al., 2012). Resumidamente, as
células foram tratadas conforme descrito anteriormente por 48 e 72 h, fixadas com
paraformaldeido a 4% (v/v em PBS) por 30 min em temperatura ambiente e coradas com 4',6'-
diamino-2-fenil-indol (DAPI) 300 nM por 30 min. As imagens dos ndcleos marcados com
DAPI foram capturadas usando um microscépio Olympus BX-50 com lente ética (x 10/ 0,30

Ph1-UplanFI) acoplado a uma cdmera Moticam 2500. A quantificacdo dos nucleos corados com
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DAPI foi realizada usando o Software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring,
MD). Os dados foram apresentados como um grafico de &rea versus indice de irregularidade

nuclear.

4.8 Producao do hidrogel contendo NC-Phl

O hidrogel contendo nanocépsulas de Phl foi preparado com 0,259 Lecigel® por meio de uma
mistura manual. Usou-se a quantidade de 25 mL de suspensdo da NC-Phl para produzir o
hidrogel contendo nanocapsulas de Phloretin (HG-NC-Phl). Também foi preparada o hidrogel
da solucdo ndo encapsulada de Phl a qual foi solubilizado o Phl em polissorbato 80 em seguida
25 mL de agua foi adicionado e ao final 0,25g do Lecigel® foi adicionando sob agitacdo até a
obtenc&o de um gel (HG-Phl).

4.8.1 Caracterizacao de hidrogéis

Para medir o pH e o tamanho de particulas das formulacgdes, os hidrogéis foram dissolvidos em
agua ultrapura (1:10, p/v). Os pHs foram avaliadas em potenciémetro (B474, Micronal), e 0
perfil granulométrico por difracao de laser (Mastersizer 2000, Malvern). A analise reoldgica foi
verificada através da viscosimetria rotatéria (37 ° C, LVDV-II + Pro, fuso SC4-25, Brookfield,

EUA) usando 25g do gel.

4.8.2 Andlise morfoldgica dos hidrogéis

A analise morfol6gica do HG-NC-Phl e a forma livre do flavonoide HG-Phl foram realizadas
por microscopia eletrbnica de varredura (microscépio de varredura Jeol-JSM-5800) com
ampliacdes de até 3.000 vezes e uma energia de 7 kV. O hidrogel preparado foi adicionado em
uma quantidade de aproximadamente 20 mg no stab sob a fita de carbono deixadas em
temperatura ambiente para secar por pelo menos 15 minutos em seguida foram metalizadas com
ouro. As amostras foram preparadas 48 h antes da analise no microscopio. (JEOL Jee 4B SVG
IN, Téquio, Japdo) (CHAVES et al., 2018; HOFFMEISTER et al., 2012).

4.9 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando a analise de variancia (ANOVA) e o teste
t de Student, com p <0,05 considerado para indicar o nivel minimo de significancia. Os

resultados foram expressos como média + DP.
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5.0 Resultados e discussao

5.1 Validagdo de método analitico

Conforme preconizado na RDC 166 de 24 julho de 2017, os parametros necessarios para a
validacdo de um método analitico sdo seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo. Nesse
trabalho, os resultados dos pardmetros analisados mostraram-se adequados. O intervalo de
linearidade de 0,5 a 15 ug/mL apresentou um R2? = 0,999 com uma equacédo da reta de y =
78538x + 62,68. O desvio padréo relativo (DPR) da preciséo intra e inter dia foram de 1,67 e
2,39, respectivamente. O DPR da exatiddo foi menor que 4,7% apresentando uma boa
porcentagem de recuperacao do farmaco (95,8% - 103,7%). O tempo médio de retencdo do Phl
foi de 8,3 min. Esses resultados estdo de acordo com o estudo publicado por Wei e
colaboradores (2017) onde a analise de Phl em cromatografica liquida de alta eficiéncia

mostrou-se adequada.
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400000 - y = 78538x + 62,68
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Figura 1: Linearidade e curva de calibracdo. Utilizando uma concentragdo da solucdo mae de
50 pg/mL com volume de injec@o de 20uL e comprimento de onda de 286 nm e um fluxo de 1
mL/min em HPLC-UV.
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Figura 2: Especificidade do Phl. Utilizando 100 uL de NC-Br. Com volume de injecédo de 20
ML e comprimento de onda de 286 nm e um fluxo de 1 mL/min em HPLC-UV

Tabela 1: Exatiddo: 3 pontos da curva de calibra¢do 0,7pg/mL; 3,0 pg/mL e 14 pg/mL com
volume de injecdo de 20 puL e comprimento de onda de 286 nm e um fluxo de ImL/min em
HPLC-UV

ng/mL 1 2 3 Média DP DPR
0,7 90,613 99,251 97,508 95,791 4,568 4,769
3 104,077 | 101,885 | 105,170 | 103,711 1,673 1,613
14 102,099 | 104,148 | 103,836 | 103,661 0,594 0,573

5.2 Avaliacéo da qualidade de NC-Phl

NC-Phl foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo (FESSI et al, 1989). Esse método ja
vem sendo extensamente desenvolvido no nosso grupo de pesquisa por ser um método facil,
reprodutivel e considerado rapido (FRANK et al., 2017). O tipo de particula formada
(nanocépsulas poliméricas) apresenta capacidade de encapsulamento que varia de acordo com
as caracteristicas fisico-quimicas de cada farmaco (RAFFIN R.P et al., 2003). Nesse trabalho,
a maior concentra¢do incorporada as nanocépsulas poliméricas com maxima eficiéncia de
encapsulacao foi de 0,2 mg/mL de Phl de acordo com estudos de pré-formulacao.

Um dos aspectos importantes a serem analisados em uma formulagéo nanotecnologica sao suas
caracteristicas relacionadas ao seu tamanho, forma, dimensdes, potencial zeta, densidade, teor
e liberacdo do farmaco (FARIA et al., 2018). Todas essas caracteristicas afetam na sua
reprodutibilidade impactando na comparacdo com outras pesquisas na area de nanotecnologia
(FARIA et al., 2018). Neste trabalho, NC-Phl foi avaliada por diferentes técnicas, todas
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complementares entre si. Deste modo, foi realizado a andlise do tamanho das particulas por
difracdo a laser que demonstrou uma distribuicdo nanométrica, um didmetro médio (D [4,3])
de 207,53 £ 3,85 nm (NC-Phl) e 206,3 £ 7,29 nm (NC), apresentando distribuicdo monomodal
de tamanhos sem a presenca de microparticulas. O valor de SPAN para NC-Phl foi de 1,75 +
0,04. Os valores de SPAN menores que 2 indicam uma formulagéo com distribuicdo de tamanho
estreita, adequada para aplicagdes farmacéuticas (BIANCHIN et al., 2015).

As caracteristicas fisico-quimicas das suspensdes sdo apresentadas na Tabela 2 e mostraram
uma distribuicdo de tamanho estreita por espalhamento de luz dindmico, com um diametro de
particula e PDI semelhantes. Para ambas as formulacGes, o potencial zeta foi negativo e
préximos de zero, devido a presenca do monoestearato de sorbitano (span 60), um polimero
ndo idnico na interface particula / dgua e do surfactante polissorbato 80 solGvel em &agua
(JAGER et al., 2009). A andlise de cada videoclipe pelo software NTA 2.0 Build 127
(NanoSight) permitiu a medicdo da densidade de particulas e distribuicdo de tamanhos. Com
essa técnica € possivel identificar e rastrear cada nanoparticula que segue o padrdo de
movimento browniano. A partir disso, os resultados corroboram com as medidas de tamanho
de particula obtidas pelas diferentes técnicas utilizadas nesse trabalho, comprovando que
particulas nanométricas foram produzidas. Sendo assim, foi possivel verificar que foram
produzidas particulas com medidas de tamanho nanométricas pelas diferentes técnicas
utilizadas.

O valor do pH de todas as formulacbes apresentou-se levemente acido, o que favorece a
aplicacdo cutanea. O papel do estrato cdrneo como barreira de permeabilidade depende de seu
caréater hidrofébico, a formacéo da barreira estrato cdrneo, envolve vérias enzimas dependentes
do pH. Duas enzimas chaves estdo presentes, B-glucocerebrosidase e esfingomielinase acida
que apresentam o pH 6timo entre 5,6 e 4,5, respectivamente, ambos envolvidos na sintese de
ceramidas, importante na permeabilidade na barreira da pele, (ALI; YOSIPOVITCH, 2013).
Esses fatos mostram a importancia da avaliacéo e da producédo de particulas com pH &cido. E
ressaltando o resultado do pH obtido por nossas formulagdes.

Para NC-Phl, o teor do farmaco foi préximo ao valor tedrico (0,2 mg/mL) e a eficiéncia de
encapsulagdo foi maior que 99%. O encapsulamento de Phl ja foi proposto por Lee e Cho (2016)
e 0s autores produziram uma formulag&o de nanoparticulas usando o poliéster poli (&cido latico-
co-glicolico) contendo 1,33 mg/mL de Phl. Essa nanoparticula apresentou um tamanho
semelhante (237 nm) ao trabalho proposto, porem apresentou uma eficiéncia de encapsulagéo

de apenas 50%, indicando que, embora eles tivessem usado uma quantidade superior de Phl,
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metade desse ndo estava encapsulado (LEE e CHO, 2016). Além disso, o trabalho proposto foi
o0 primeiro a encapsular uma quantidade inferior de Phl ja descrita na literatura.

No presente trabalho, o polimero PCL foi escolhido devido a inumeros estudos que
demonstraram sua biocompatibilidade fisiologica e auséncia de efeitos toxicologicos. O uso da
PCL para sistemas de entrega tem outras vantagens, como excelente capacidade de carga de
farmaco, taxa de liberacao controlavel, e degradacéo lenta em relacédo ao acido poliglicélico e
outros polimeros (SINHA et al., 2004; SUN et al., 2017).

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas de NC-Phl e NC-B (médias = DP, n = 3).

Formulacéo LNC-PhI NC-Br
1 1
Tamanho de particula (nm) 207.53 + 3.85 206.3 £7.29
SPAN €0 1,282 1.446
Tamanho de Particula (nm)?2
203.84+7.38 206.82+6.10

Densidade? (particulas/mL)

(1.74 + 0.26) x 102

(1.53 + 0.22) x 10%2

1
PDI 0.10 £ 0.00 0.13+0.03
Potencial zeta (mV)?2
-8.78 £ 0.33 -10.09+15
PH 5.77 £ 0.03 5.57 £ 0.18
Contetdo do farmaco*
(mg/mL) 0.2 +0.002 N/A
Eficiéncia de encapsulagdo?
% >99% N/A
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Determinagdo por meio de analise de espalhamento de luz adindmica!, mobilidade

eletroforética, analise de rastreamento de nanoparticulas® e HPLC-UV*; N / A: ndo se aplica.

A partir desses resultados, foi possivel verificar que nanocépsulas poliméricas produzidas com
um polimero biodegradavel contendo Phl em seu nicleo apresentaram tamanho adequado e alta

eficiéncia de encapsulacéo.

5.3 Efeitos citotoxicos de NC-Phl em cultura de células

Sendo um dos objetivos principais deste estudo, o desenvolvimento de uma formulagéo
nanotecnoldgica contendo Phl visando sua aplicacdo tdpica para diferentes fins, avaliamos o
efeito de NC-Phl em linhagem celular de fibroblastos (MRCS5). Primeiramente foi testado um
intervalo a curto prazo (8h), para verificar a seguranca das suspensdes penando em uso
cosmecéutico. NC-Phl mostrou um perfil seguro sem toxicidade significativa para o Phl (10
uM) (Figura 3A). Adicionalmente, NC-Phl em uma concentracdo de (20 uM) também foi
testado em queratindcitos (Figura 3B), outro tipo de célula que esta presente na epiderme afim
de avaliar a toxicidade nessa concentracdo para determinar a dose que seria escolhida. NC-Br
e NC-Phl néo apresentaram reducédo na viabilidade celular (NC-Br e NC-Phl) (p > 0,05).

A avaliacdo da seguranca dos nanossistemas é uma etapa importante pois isso corrobora com
0s beneficios que esse tipo de sistema pode promover no campo da pesquisa tornando
importante o seu estudo (WEISS-ANGELI et al., 2008; KULKAMP et al., 2012 FRANK et al.,
2015; VENTURINI et al., 2015;). As nanocapsulas de poli (e-caprolactona) tém se mostrado
seguras em estudos que avaliaram a citotoxicidade em células como em queratindcitos
humanos, fibroblastos e eritrécitos (VENTURINI et al., 2015). Bender e colaboradores (2012)
também avaliaram nanocapsulas poliméricas com polissorbato 80 e lecitina revestida ou néo
com quitosana mostrando-se seguras na atividade hemolitica (BENDER et al., 2012). E
nanocépsulas poliméricas com dleo de copaiba ndo induziram altera¢fes significativas na
proliferacdo da linhagem celular HaCaT em comparagdo com o0 grupo ndo tratado
(VENTURINI et al., 2015). Assim a produc¢do de nanocapsulas com o polimero poli (e-
caprolactona) € considerado seguro devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade
(ALVAREZ et al., 2001; POHLMANN et al., 2013).
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Figura 3: Anélise de viabilidade celular para linhas celulares (a) MRC5 e (b) HaCaT ap06s
tratamento nas condic¢des indicadas. CTRL - controle ndo tratado; NC - nanocapsulas sem
phloretin; NC-Phl - nanocépsulas carregadas com phloretin; Phl - phloretin ndo encapsulado.

As diferencas estatisticas foram consideradas significativas para p <0,05 (n = 3).

Existem estudos na literatura sobre as atividades antitumorais do Phl contra diferentes tipos de
tumor, como cancer gastrico (IC50, 8 uM) (XU et al., 2018), cancer de mama (10-150 uM, por
24 h); cancer de pulmao (células A549) (25, 50 ou 75 pug / mL) (MIN et al., 2015), cancer de
esofago (60 pg / mL) (DUAN et al., 2017) e cancer de prostata (PC3 e células DU145; 20, 50
e 100 uM, por 24 h) (KIM et al., 2020). Dessa maneira, no presente trabalho, propusemos
também a avaliacdo da atividade antitumoral em melanoma testando seus efeitos na linhagem
tumoral SK-MEL-28 na concentracdo de 10uM de NC-Phl, representando uma das doses mais
baixa ja descritas na literatura.

A mesma concentracdo usada para os fibroblastos foi aplicada (10 uM), porém em tempos de
tratamento mais longos foram testados (48 e 72 h), uma vez que os efeitos a longo prazo séo
geralmente desejados nas abordagens terapéuticas contra o cancer. Na atividade citotdxica foi
observada uma reduc&o leve (aproximadamente 20%), porém robusta na viabilidade das células
do melanoma, detectada em 48 h de tratamento (p <0,001) (Figura 4A), o que néo foi observada
nem para NC-Br nem para o farmaco ndo encapsulado. Curiosamente, quando avaliamos as
taxas de proliferagdo, um aumento no tempo de duplicagdo da populacédo (indicando uma menor
taxa de proliferacdo) foi observado apds o tratamento com NC-Phl, quando as células foram
tratadas por 72 h, que entdo continuou por 7 dias ap6s a remocdo do tratamento (p <0,05)
(Figura 4B).
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Afim de avaliarmos o processo que poderia estar envolvido na parada de proliferacdo celular
foi realizada uma analise morfométrica dos nucleos. Nucleos grandes sdo uma das
caracteristicas das células senescentes, que ndo se duplicam e isso pode estar relacionado a
reducdo nas taxas de proliferacdo. Nesse sentido, essa analise revelou um aumento na
porcentagem de nucleos grandes apds 72 h de tratamento com NC-Phl (~ 12%, p <0,0001)
(Figura 4C).

Trabalhos anteriores ja observaram os efeitos de nanoparticulas revestidas com quitosana
contendo Phl (CS-PLGA/PhI) em células de melanoma de camundongo (B16F10) com padrao
de crescimento em monocamada (LEE et al., 2019). As células B16F10 foram tratadas com Phl
nas concentragdes de 1, 10, 25, 50 ¢ 75 ug/mL e incubadas por 72h e observou-se uma
diminuigdo na viabilidade celular em concentragdes maiores (75 pg/mL). Quando o estudo in
vivo foi conduzido em modelo de camundongo com melanoma, o grupo CS —PLGA / Phl exibiu
peso pulmonar e nimero de focos metastaticos significativamente mais baixos do que grupos
com metastase tratados com Phl ndo encapsulado e até mesmo Phl nanoencapsulada sem
quitosana (o0 PLGA / Phl). O peso pulmonar do grupo (metéstase + CS — PLGA / Phl) foi 46%
do grupo com metastase, mostrando um alto potencial da producdo de nanoparticulas contendo
Phl.

Ainda, outros estudos usaram Phl em sua forma ndo encapsulada em concentragdes de até 200
uM (ABKIN et al.,2016), mostrando seu efeito antitumoral em células B16 incubadas com
concentragdes de 100 e 200 uM por 72 h, com inibicdo do crescimento celular de
aproximadamente duas e trés vezes, respectivamente. Em oposi¢cdo, tratamentos com
concentragdes de 20 ou 50 uM, resultam em menos de 2% de inibigdo do crescimento celular.
Isso revela que o Phl em concentragbes mais baixas, apresenta um efeito inferior quando
comparado a concentragdes maiores.

Em outro estudo, 150 uM de Phl induziu apoptose em aproximadamente 95% das células de
melanoma de camundongo B16 4A5 apds 24 h (KOBORI et al., 1997). Isso mostra que,
possivelmente para induzir apoptose, em niveis significativos, o Phl deve estar em
concentragdes superiores a 100 uM.

Os resultados apresentados no nosso estudo mostram que quando sdo utilizadas nanocapsulas
contendo Phl, ainda que, em concentracdes mais baixas de farmaco (10 uM), € possivel observar
eficacia superior ao Phl na sua forma ndo encapsulada e em altas concentra¢fes, como
mencionado nos demais estudos citados, sugerindo a superioridade das suspensdes de

nanocapsulas.



32

(a) 48h 72h
E 155 [I——— E 153
B . ILi E
I P ey 5 .
3 =
g - E e
£ g
e F e T e
(b)
48h
o CTRL
1 ~=-NC
== Fhi-MC
g / —=Phl
| ;
By T
1] - | 10
Days
(c)
CTRL _ NC ] Phil-NC Phl

i
i
i

X
;’.—I
S
|
I i
[1]
T .
— ¥
L]
-
- 8§ §d
- r
ey
e
i

RN

Area

-1 i i1 i

SEREEE
SERERE

B
o

Ugt

Yzl

Figura 4: Efeitos de NC-Phl em células de melanoma SK-MEL-28 (a) Viabilidade celular
medida pelo ensaio MTT em 48 e 72 h de tratamento nas condicdes indicadas. (b) Proliferacao
celular ao longo do tempo em cultura medida pelo ensaio de cPD (cumulative population
doubling). (c) Analise morfométrica nuclear realizada ap6s 48 e 72 horas de tratamento nas
condigdes indicadas. L (nucleos grandes); N (nucleos normais); | (nucleos irregulares); S
(pequenos nucleos). As significancias estatisticas estdo relacionadas ao grupo CTRL, a menos
que especificado de outra forma. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001. Todos

0S experimentos com n de 3.
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Nesses resultados experimentos realizados indicaram que o NC-Phl demonstra seguranca para
as células de fibroblasto e queratindcitos (MRC5 e HaCaT), e apresenta efeito citotdxico e
antiproliferativo em células de melanoma (SK-MEL-28). Juntamente com as caracteristicas
fisico-quimicas favoraveis de NC-Phl e do HG-NC-Phl, esses dados reforcam a adequacdo da

formulagdo nanotecnoldgica desenvolvida de Phl para aplicagdo em melanoma.

5.4 Hidrogel: caracteristicas fisico-quimicas e reologia

Como as NC-Phl sdo destinadas a aplicacdo tdépica, o desenvolvimento de uma formulacéo
semissolida com viscosidade aumentada € necessario para evitar perdas do produto e permitir
aplicacdo efetiva na superficie da pele.

Um polimero inovador, Lecigel®, foi escolhido para produzir um hidrogel contendo NC-Phl.
Este polimero é um agente gelificante com propriedades emulsificantes, composto por
copolimero de acrilato de sodio e lecitina. Segundo seu produtor (LUCAS MEYER, FRANCA),
essa combinagdo resulta em um aumento da viscosidade que aumenta a estabilidade da
formulacdo. Outras vantagens incluem o potencial para processamento a frio e quente,
compatibilidade com a maioria dos emulsificantes, estabilidade em uma ampla faixa de valores
de pH e o fornecimento de uma sensacdo de pele macia e ndo oleosa. Quando usado como um
agente gelificante para géis aquosos ou emulsionante para cremes em gel, a concentracdo esta
geralmente entre 0,5% e 4%.

Nesse trabalho, as NC-Phl foram incorporadas diretamente no polimero Lecigel® (1%) e
homogeneizadas diretamente na suspensdo da nanocapsulas poliméricas. Dessa forma, se
obteve um gel com caracteristicas opaca e de coloracdo branca.

A avaliacdo fisico-quimica das formulagdes semissolidas HG-NC-Phl e HG-Phl mostraram
valores de pHs (6,73 £ 0,04 e 7,20 £ 0,10) e teor de farmaco semelhantes (0,2 £ 0,018 e 0,2 +
0,007) respectivamente. Perfis granulométricos, avaliados por difracdo de laser, sdo mostrados
na Figura 5. E possivel observar que a populacdo nanométrica foi mantida no hidrogel composto
por NC-Phl. E importante ressaltar, também, que ha uma populag&o micrométrica proveniente
das particulas do polimero Lecigel®, que pode ser verificado em ambos os hidrogeis
produzidos.

Os hidrogéis exibiram um perfil pseudoplastico ndo newtoniano, pois os valores de viscosidade
ndo foram constantes durante o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 5). Alem disso, 0
indice de fluxo estava abaixo de 1, e a viscosidade diminuiu com 0 aumento da taxa de

cisalhamento, recuperando gradualmente quando o cisalhamento era removido. Isso é
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importante para uma formulacdo dermatoldgica pois a diminuicdo da viscosidade na aplicacdo
permite uma cobertura adequada da pele, e a recuperagéo da viscosidade permite que o produto
permaneca na pele (HUANG, 2019). O modelo Herschel-Bulkley descreveu os resultados para
ambas as formulacdes (Tabela 3). Independentemente da presenca de nanocapsulas, os indices

de consisténcia e o indice de fluxo apresentaram valores com resultados proximos.

Tabela 3: indice de consisténcia, indice de fluxo e confianca de ajuste de formulacbes de

hidrogel (médias + DP, n = 3).

Formulacéo indice de Indice de fluxo Confianca de
consisténcia (CP) ajuste
HG-PhI-NC 21863 + 1839 0.36 £ 0.02 100
HG-Phl 18758 + 3128 0.39£0.03 100
NC-Ph
=T i 1 1 1 1
HG-NC-Phl 15
’ r;- o1 0.1 1T 10 100 ] 1000 3000
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Figura 5: Perfil de distribuicdo de tamanho de particula de NC-Phl (nanocépsulas poliméricas
com phloretin) HG-NC-Phl (formulacdo semissolida de NC-Phl) e HG-Phl (formulagdo
semissdlida de NC-Phl).
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Figura 6: Viscosidade versus taxa de cisalhamento de hidrogéis contendo nanocapsulas
poliméricas carregadas com Phl (HG-NC-Phl) e de hidrogéis contendo Phl ndo encapsulado
(HG-PhI).

5.5 Analise morfol6gica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie das amostras foi analisada por microscopia eletrénica de varredura,
conforme mostrado na Figura 7. Fotografias dos hidrogéis de HG_Phl e HG-NC-Phl revelaram
estruturas diferentes (Figuras 7A e 7B). Verificou-se que os aglomerados de nanocépsulas
poliméricas na formulacdo HG-NC-Phl (Figura 7A), indicando a presenca de nanoparticulas,
provenientes da formulacdo NC-Phl. Além disso, verifica-se que essas nanoparticulas estéo
distribuidas homogeneamente por todo o hidrogel. Por outro lado, na Figura 7B, observa-se
cristais de Phl de tamanho micrométrico e distribuicdo heterogénea no hidrogel. Essas analises
morfologicas corroboraram com os resultados avaliados pela técnica de difracdo a laser (Figura
5), em que HG-Phl mostrou conter microparticulas e HG-NC-Phl mostrou conter nanoparticulas
e microparticulas. A presenca de nanocapsulas poliméricas em veiculos semissolidos ja foi
verificado anteriormente por diferentes autores (CONTRI et al., 2014; GAZZI et al., 2020)
conforme descrito por Gazzi e colaboradores (2020).
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Figura 7: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) (x3000) de HG-NC-Phl (A) e HG-Phl
(B).

6.0 Conclusao

Foi possivel validar um método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia com todos
os parametros analiticos adequados conforme a legislagdo vigente. Nesse trabalho,
desenvolvemos, pela primeira vez, a encapsulacdo de Phl em nanocépsulas poliméricas, e a
concentracdo encapsulada obtida foi a menor concentracdo descrita na literatura e com alta
eficiéncia de encapsulacdo. NC-Phl apresentaram caracteristicas fisico-quimicas adequadas em
termos de tamanho e distribuicdo homogénea podendo ser consideradas formulagfes com
caracteristicas nanotecnoldgicas apropriadas. Os estudos in vitro em fibroblastos humanos
(MRC5), queratinécitos (HaCaT) e células de melanoma (SK-Mel-28) mostraram que NC-Phl
podem ser consideradas seguras e apresentam atividade antitumoral. O HG-NC-Phl, ap6s os
parametros avaliados apresentou-se adequado com possibilidade de aplicagdo cosmecéutica e
terapia do melanoma. Este trabalho valida a adequacéo do veiculo de entrega e fornece uma
plataforma para estabelecer uma abordagem dermatoldgica versatil.
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