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RESUMO

O presente trabalho tem como proposta central o desenvolvimento de
formulagbées nanotecnoldgicas contendo a-bisabolol. Considerando que o a-
bisabolol é um Oleo, ele é proposto como substancia a ser encapsulada,
constituindo, simultaneamente, em parte ou todo o nucleo oleoso das
nanocapsulas em trés diferentes concentracbes (1, 10 e 16 mg/mL).
Adicionalmente, o a-bisabolol também € utilizado para a preparacdo de
carreadores lipidicos nanoestruturados, apresentando-se desta forma como
componente estrutural, além de constituir a substancia carreada em duas
concentragdes (10 e 16 mg/mL). Determinou-se os perfis de liberagéo de -
bisabolol a partir das formulacdes nanotecnoldgicas, analisando as possiveis
variagbes em funcdo da modificagdo das propor¢cdes de a-bisabolol e
triglicerideos do &cido céaprico e caprilico (TCM). Foi verificado que uma
maior concentracdo de TCM nas formulacdes esta relacionada a um maior
controle de liberacdo. De acordo com avaliacdo por calorimetria exploratoria
diferencial, pode-se sugerir que haja uma interacdo entre o a-bisabolol e o
TCM. Apés avaliacdo da permeacao cutanea a partir dos dois tipos diferentes
carreadores (com concentracdo de 10 mg/mL de a-bisabolol), pode-se
observar que as nanocapsulas poliméricas possibilitaram maior acGmulo de
a-bisabolol na epiderme, enquanto os carreadores lipidicos reteram-no no
estrato corneo. Na avaliacdo da concentracdo de a-bisabolol na derme, os
resultados indicaram um maior controle de permeacao a partir de ambos
nanocarreadores quando comparados a emulsdo do 6leo. A avaliacdo do
efeito citotoxico e captacdo celular em células de melanoma evidenciou que
as nanocapsulas contendo a-bisabolol apresentaram maior efeito citotdxico
em comparacao ao Oleo livre devido a vetorizagdo promovida para o interior
celular. Ainda, a nanoencapsulagéo do a-bisabolol acarretou em um aumento
da sua atividade gastroprotetora in vivo, para ambas as nanoestruturas,
frente a Ulceras induzidas por etanol e indometacina.

Palavras-chave: nanocapsulas poliméricas, carreadores lipidicos

nanoestruturados, a-bisabolol.






ABSTRACT

This work mainly propose the development of nanotechnological based
formulations containing a-bisabolol. Considering that a-bisabolol is an oil, it is
proposed as a substance to be encapsulated, forming simultaneously the
totality or part of nanocapsules oily core in different concentrations (1, 10 and
16 mg/ml). Additionally, a-bisabolol is also proposed for the preparation of
nanostructured lipid carriers, thus presenting itself as a structural component
and the substance to be carried (10 and 16 mg/ml). The release profiles of a-
bisabolol from nanotechnological formulations were studied analyzing the
possible variations due to the change in proportions of a-bisabolol and
caprylic capric acid triglycerides. It was found that the presence of increased
lipid content in the formulations is related to a greater release control. The
differential scanning calorimetry evaluation suggested that there is an
interaction between the two oils, a-bisabolol and caprylic capric acid
triglycerides. After a skin permeation evaluation of the two different carriers
(a-bisabolol concentration of 10 mg/ml), it was possible to observe that the
polymeric nanocapsules allowed greater accumulation of a-bisabolol in the
epidermis, while lipid carriers retained the oil in the stratum corneum. In
assessing the concentration of a-bisabolol in the dermis, the results indicated
greater permeation control from both nanocarriers compared to emulsified oil.
The cytotoxic effect and cellular uptake evaluation in melanoma cells showed
that nanocapsules containing a-bisabolol presented greater cytotoxic effect
than free oil due to nanocapsule vectorization to the cell interior. In addition,
nanoencapsulation of a-bisabolol caused an increase in its gastroprotective
activity, for both nanostructures, in ethanol and indomethacin-induced ulcers.

Keywords: polymeric nanocapsules, nanostructured lipid carriers, a-

bisabolol.
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1. INTRODUCAO

Na atualidade, a utilizacdo da nanotecnologia nas areas médica e
farmacéutica tém sido amplamente estudada. Em destaque, encontra-se o
estudo e desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos. Estes
sistemas promissores apresentam vantagens frente as preparacoes
farmacéuticas convencionais, como a diminuicdo de efeitos-adversos (Kumari
et al., 2010; Vilos and Velasquez, 2012), o aumento da biodisponibilidade do
farmaco (Cruz et al,. 2011; Patel et al., 2012) e, ainda, a possibilidade de
direcionamento do efeito farmacoldgico ao tecido-alvo (Elsheikh et al., 2012;
Bernardi et al.,, 2009). A resposta farmacoldégica de um farmaco esta
diretamente relacionada a sua concentracdo no sitio de acéo, desta forma, a
utilizacdo de sistemas nanocarreadores é uma alternativa, visando o controle
da liberacdo do farmaco e de sua distribuicdo seletiva no organismo
(Couvreur et al., 2002). A liberagéo controlada de farmacos é uma importante
ferramenta empregada em formas farmacéuticas inovadoras através da
nanotecnologia, possibilitando que mesmo com um menor regime de
administracdes (Fontana et al., 2011) obtenha-se o aumento da eficacia
(Bernardi et al., 2009).

Carreadores coloidais de farmacos como lipossomas, complexos
lipidicos, nanoemulsdes, nanoesferas e nanocapsulas, apresentam-se como
veiculos promissores para administracdo de farmacos lipofilicos pelas vias
intravenosa (Ahmed et al., 2008; Couvreur et al., 2002), oral (Frozza et al.,
2010; Bowman & Leong, 2006), cutanea (Alvarez-Roman et al., 2001) e
oftdlmica (Katzer et al., 2013; Campos et al., 2004). As nanocapsulas
poliméricas sdo amplamente empregadas no desenvolvimento de
formulagbes que controlam a liberagdo de farmacos, uma vez que seus
constituintes, a parede polimérica e 0 ndcleo oleoso atuam, de forma
combinada, na modulacéo da liberacdo das substancias veiculadas (Fontana
et al., 2009; Almeida et al., 2010; Hoffmeister et al., 2012). Estas formula¢des
tém destaque ainda por apresentarem comportamento reservatorio,
controlando a liberacdo do farmaco para posterior absorcdo (Cattani et al.,
2010). As nanocéapsulas poliméricas podem também exercer protecdo ao

trato gastrintestinal frente & acdo de substancias agressivas, como etanol e
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anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) (Guterres et al., 2001; Bernardi et
al., 2009) através de protecdo mecéanica e de um aumento na concentragdo
do farmaco no sitio-alvo (Haas et al., 2009; Frozza et al., 2010).

Por sua vez, a utilizacdo de nanoparticulas lipidicas e carreadores
lipidicos nanoestruturados para o controle da liberacdo de farmacos surgiu
como uma alternativa tecnoldgica. Em sua preparacédo sao utilizados lipidios
biocompativeis, sem a necessidade do emprego de solventes organicos
(menor risco de toxicidade), apresentando ainda facilidade na transposicao
de escala, pois podem ser produzidas empregando equipamentos comerciais
como homogeneizadores de alta pressao (Zur Milen et al., 1998; Souto et al.,
2007; Guterres et al., 2007).

O a-bisabolol € um alcool sesquiterpeno oleoso com massa molecular
de 222,37 Da, isolado do 6leo essencial de uma variedade de plantas,
arbustos e arvores, o qual apresenta diversas potencialidades bioldgicas. O
Oleo essencial de Matricaria chamomilla, por exemplo, contém até 50% de -
bisabolol sendo esta molécula considerada o principal componente que
contribui para o efeito anti-inflamatdrio da camomila (Jakovlev et al., 1969,
1979). Estudos revelaram que o a-bisabolol também tem um potente efeito
citotéxico tempo- e dose-dependente sobre linhagens celulares malignas de
gliomas de ratos e humanos, induzindo a apoptose através da via
mitocondrial, sem demonstrar efeitos toxicos nas células normais (Cavalieri et
al., 2004). Estudos anteriores ainda descrevem que a administracédo oral de
a-bisabolol é capaz de proteger a mucosa gastrica contra Ulceras induzidas
por etanol (Rocha et al., 2010).

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, carreadores
lipidicos nanoestruturados empregando a manteiga de cacau como lipidio
sélido apresentaram efeito gastroprotetor contra Ulceras induzidas por etanol.
Os resultados desse estudo indicaram que as estas nanoparticulas sao
capazes de formar um filme sobre a mucosa gastrica, conferindo uma
protecdo mecéanica contra o efeito do etanol administrado oralmente (Bueno
et al., 2013). Em outro trabalho do nosso grupo de pesquisa foi detectada
uma nova abordagem para o tratamento de gliomas baseada na

administracdo da indometacina nanoencapsulada em nanocapsulas
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poliméricas. Os resultados evidenciaram que nanocapsulas de indometacina
podem ser consideradas para o tratamento de gliomas, sendo mais efetivas
gue o farmaco em solucéo (Bernardi et al., 2008).

A partir do exposto, o presente trabalho tem como proposta central o
desenvolvimento de formulagdes nanotecnolégicas contendo a-bisabolol.
Considerando que o a-bisabolol é um 6leo, ele é proposto como substancia a
ser encapsulada, constituindo, simultaneamente, em parte ou todo o nucleo
oleoso das nanocapsulas. Adicionalmente, o a-bisabolol também é utilizado
para a preparacdo de carreadores lipidicos nanoestruturados, apresentando-
se desta forma como componente estrutural, além de constituir a substancia
carreada, nos dois nanosistemas.

Devido as potencialidades da utilizacdo do a-bisabolol j& relatadas na
literatura, as formulacdes propostas neste trabalho serédo avaliadas quanto ao
efeito citotdxico sobre células de glioma e melanoma, além do efeito

gastroprotetor.
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2. OBJETIVO

Desenvolvimento de formulacdes nanoestruturados contendo a-
bisabolol, estudo da influéncia da modificacdo do nucleo oleoso sobre
a liberagdo e permeacdo in vitro e avaliacdo de suas atividades

citotoxica e gastroprotetora.

2.1.  Objetivos especificos

- Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica de nanocapsulas
poliméricas contendo a-bisabolol e avaliagdo da atividade citotoxica

em linhagem celular de glioma de rato (C6) (Capitulo 1).

- Desenvolvimento de formulagcbes de carreadores lipidicos
nanoestruturados e avaliacdo in vitro da permeacao cutanea de
nanoparticulas contendo a-bisabolol, atividade citotoxica e captacao

celular em linhagem de melanoma (SK-MEL-28) (Capitulo 2).

- Avaliacdo da atividade antiulcerosa de formulacdes nanoparticuladas
em modelos in vivo de inducdo de Ulceras por etanol e indometacina

(Capitulo 3, artigo cientifico).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Nanotecnologia

3.1.1. Nanobiotecnologia

A fusdo de duas abordagens tecnoldgicas, a biotecnologia e a
nanotecnologia, representa a nanobiotecnologia, a qual apresenta enormes
inovacdes e potencialidades. Nos utimos anos, um consideravel interesse
tem sido dado aos materiais biodegradaveis nanoestruturados para
aplicacbes em diversas areas biomédicas, como carreadores de farmacos,
biossensores, biomarcadores e imagens moleculares (Emerich & Thanos,
2006). Areas importantes da nanobiotecnologia incluem a nanomedicina
(biologia molecular e genética), a fisica-médica (diagnéstico), o
desenvolvimento de nanomedicamentos (farmacos encapsulados), além da
nanocosmecéutica (cosmeéticos com efeitos farmacoldgicos consideraveis).

De forma relevante, a nanobiotecnologia se mostra promissora em
aumentar a aplicabilidade terapéutica de farmacos. Na area de tecnologia
farmacéutica, os principais objetivos dos estudos envolvendo carreadores
concentram-se em aumentar o controle de liberacdo, a especificidade e a
seletividade ao local de acdo do farmaco, bem como a diminuicdo da dose e

dos efeitos colaterais (Couvreur et al., 2002).

3.1.2. Sistemas carreadores de farmacos

A resposta farmacoldgica de um farmaco esta diretamente relacionada
a sua concentracao no sitio de acdo. Como a distribuicdo das moléculas no
organismo esta diretamente relacionada com suas propriedades fisico-
guimicas, a associacdo de farmacos a sistemas carreadores tem sido
considerada uma alternativa, visando ao controle de sua distribuicdo no
organismo (Couvreur et al., 2002; Nicolas et al., 2013).

O controle de liberacdo de farmacos em sitios de acéo especificos,
através da utilizacdo de vetores capazes de permitir a otimizacdo da
velocidade de entrega e do regime de dosagem das substancias tém sido

uma area de pesquisa de muito interesse. Dentre esses carreadores, estao
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as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas)
(Puisieux et al., 1994; Soppimath et al., 2001; Schaffazick et al., 2003).

Carreadores coloidais de farmacos como lipossomas, complexos
lipidicos, nanoemulsdes, nanoesferas e nanocapsulas, apresentam-se como
veiculos promissores para administracdo de farmacos lipofilicos pelas vias
intravenosa (Ahmed et al., 2008; Couvreur et al., 2002), oral (Frozza et al.,
2010; Bowman & Leong, 2006), cutanea (Alvarez-Roman et al., 2001) e
oftalmica (Katzer et al., 2013; Campos et al., 2004). A vetorizacdo em 0rgaos,
tecidos ou células especificas apresenta como vantagem a diminuicdo de
efeitos adversos apresentados sistemicamente pelo farmaco néo vetorizado
(Guterres et al., 2001). Outro aspecto importante € a possibilidade de
diminuicdo das doses e do numero de aplicagbes, de modo que 0s pacientes
apresentem maior adesdo ao tratamento. Além disso, em alguns casos, 0
nanoencapsulamento pode ter como objetivo a melhora da biodisponibilidade
de um farmaco através do aumento da estabilidade desse nos fluidos
biolégicos, ou ainda o aumento de estabilidade da propria formulacéo
farmacéutica (Couvreur et al., 2002; Couvreur & Vauthier, 2006).

Sistemas nanoestruturados para o carreamento de farmacos tém sido
propostos com destaque para agentes antitumorais (Fonseca et al., 2002),
peptideos (De-Hong et al., 2010), proteinas (Tan et al.,, 2010), vacinas
(Csaba et al., 2009), oligonucleotideos (Fattal et al., 2010) e agentes
antiinfecciosos (Taylor et al., 2009).

3.1.3. Nanoparticulas poliméricas

Nanoparticulas podem ser definidas como sistemas coloidais que
apresentam didmetros inferiores a 1 ym e diferem entre si de acordo com a
composicdo e organizagdo estrutural. O termo nanoparticula inclui
nanoesferas, nanocapsulas, nanoemulsbes, nanoparticulas lipidicas,
microemulsdes, lipossomas e niosssomas (Schaffazick et. al., 2003; Guterres
et. al., 2007). As nanoparticulas poliméricas podem consistir de uma matriz
polimérica, onde o farmaco pode estar retido ou adsorvido, sem apresentar
0leo na sua composicao, constituindo as nanoesferas; assim como de um
invélucro polimérico disposto sobre um nucleo oleoso, constituindo as

nanocapsulas. Neste ultimo caso, o farmaco pode estar dissolvido no nucleo
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e/ou adsorvido a parede polimérica (Soppimath et al., 2001; Schaffazick et
al., 2003; Alvarez-Roman et al., 2004). Devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas, as nanocapsulas podem ser consideradas como sistema
reservatorio (Couvreur et al., 2002).

Os materiais poliméricos sao extensivamente utilizados no
encapsulamento de farmacos, objetivando mascarar as propriedades fisico-
quimicas intrinsecas da substancia, melhorar sua interacdo e o transporte
através de membranas, e/ou facilitar sua absorcdo/penetracdo cuténea
(Couvreur & Vauthier, 2006). Além disso, através de um planejamento
guimico-estrutural das nanoparticulas poliméricas, modificacdes de superficie
podem possibilitar um melhor controle farmacocinético e vetorizagdo de
agentes terapéuticos (Faraji et al., 2009). Para aumentar o tempo das
nanoparticulas na circulagdo sanguinea e, consequentemente, 0 seu
acumulo no local de acdo do farmaco, as nanoparticulas podem sofrer
modificacdes na superficie, como o revestimento com polietilenoglicol (PEG)
(Hans & Lowman, 2002).

Comparadas com outros carreadores coloidais, as nanoparticulas
poliméricas apresentam maior estabilidade quando estdo em contato com
fluidos biol6gicos (Roney et al., 2005). Uma vez que possuem diametros
bastante inferiores a 5 um (didmetro dos capilares venosos e arteriais), as
nanoparticulas podem ser administradas por via intravenosa (Hans &
Lowman, 2002). Contudo, quando administradas por essa via, a superficie
hidrofébica da maioria dessas estruturas promove uma adsorcdo de
proteinas (opsonizacdo) e posterior fagocitose por células do sistema
imunoldgico. No entanto, estratégias de modificacdo de superficie das
nanoparticulas propostas na literatura ja propiciaram o desenvolvimento de
nanoparticulas furtivas, que séo caracterizadas por permanecer longo tempo
na circulagcdo sem serem fagocitadas (Brigger et al., 2002).

Dentre o0s polimeros empregados para a preparagcdo de
nanoparticulas, destaca-se a poli(e-caprolactona) devido a suas
caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades
mecanicas. Por ser um polimero semi-cristalino, apresenta um perfil de

degradacdo mais lento quando comparado aos polimeros amorfos e constitui
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um dos mais importantes polimeros biodegradaveis com emprego na
medicina (Pohlmann et al., 2013; Guterres et al., 2007; Lu & Chen, 2004).
Além disso, por ser um poliéster, apresenta propriedade bioadesiva, o que
confere um acréscimo na deposi¢cdo das particulas na mucosa do trato
gastrointestinal, aumentando assim a absorcdo sistémica de farmacos
(Lamprecht et al., 2000a). Desta forma, varios trabalhos tém demonstrado a
importancia da utilizacdo deste material polimérico no desenvolvimento de
sistemas carreadores nanoparticulados de farmacos (Lamprecht et al.,
2000a; 2000b; Sinha et al., 2004; Lu & Chen, 2004; Fattal et al., 2007), sendo
estes empregados inclusive para uso intravenoso (Ravi Kumar, 2000).

As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas por diversos
métodos desenvolvidos nos ultimos 30 anos. De uma forma geral, esses
métodos podem ser classificados em duas categorias principais, levando em
consideracdo se a formacdo das nanoparticulas requer uma reacdo de
polimerizagdo (polimerizagdo in situ) ou se estas sédo formadas diretamente
utilizando um polimero pré-formado (Couvreur et al., 2002; Fattal & Vauthier,
2002; Schaffazick et al.,, 2003; Soppimath et al., 2001). Dentre esses,
destaca-se 0 método de deposicao interfacial de polimeros pré-formados
seguido por evaporacdo do solvente, proposto por Fessi e colaboradores
(1989). Esse é considerado um método simples, pelo qual se obtém
particulas com diametros médios situados entre 200 e 500 nm, e que por ser
baseado na precipitacdo de polimeros evita a formacdo de mondmeros
residuais potencialmente toxicos.

Para a formacéo da disperséo coloidal das particulas de polimero e a
inducdo da separacédo de fases é utilizado um sistema solvente/ndo solvente
totalmente miscivel. Dessa forma, as particulas formam-se espontaneamente
e instantaneamente. No processo, o polimero, o farmaco, o constituinte
oleoso e opcionalmente um tensoativo lipofilico sdo dissolvidos em um
solvente semi-polar soluvel em &gua. Essa solugdo é injetada em uma
solugcdo aquosa contendo um tensoativo hidrofilico, sob agitagdo magnética.
Assim, o Oleo encontra-se disperso na mistura solvente/ndo-solvente e o
polimero deposita-se ao redor da goticula formada. As nanocapsulas
possuem amplo emprego no encapsulamento de farmacos lipossolaveis

(Schaffazick et al., 2003), estando o farmaco, no caso, geralmente dissolvido
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ou disperso na fase interna oleosa ou adsorvido ao polimero (Couvreur et al.,
2002).

Entre as vantagens da utilizacdo desse método estd a obtencdo
espontanea, simples, eficiente e reprodutivel de pequenas particulas em
escala nanométrica com elevada capacidade de encapsulacdo de farmacos
(Fessi et al., 1989; Schaffazick et al., 2003; Guterres et al., 2007). Dentre os
fatores que determinam o didmetro da particula a ser obtida estdo a
concentragdo do polimero e do farmaco, a quantidade de tensoativo, a
concentracdo de 6leo na fase organica e velocidade de difusdo da fase
organica sobre a aquosa (Couvreur et al., 2002).

Em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, Jager e
colaboradores (2009) desenvolveram um novo tipo de nanocapsula
polimérica denominada nanocapsula de ndcleo lipidico (LCN). Estas contém
uma parede polimérica de poli(e-caprolactona) envolvendo um ndcleo
constituido de uma dispersdo de monoestearato de sorbitano em
triglicerideos caprilico e caprico. Nanocapsulas de nucleo lipidico sdo novos
carreadores com grande potencial na aplicacdo na nanomedicina, visto que
ha uma possibilidade de maior encapsulacdo de farmacos lipofilicos em
comparacdo com nanocapsulas com nucleo constituido apenas de 6leo
(Venturini, 2011).

Para a preparacdo dessas nanoparticulas de nucleo lipidico, no
entanto, Venturini e colaboradores (2011) observaram que existe uma
proporcao ideal dos componentes na fase organica para que se obtenha
apenas um tipo de particula na suspensao final. Através de um estudo de
formulacdo, utilizando diferentes propor¢cdes de componentes, foi
determinado que a formulacéo preparada com 1:4,1:2,6 de monoestearato de
sorbitano, triglicerideos caprilico e céaprico e PCL, respectivamente,
apresentava apenas nanocdpsulas (sem a presenga concomitante de
nanoemulsdo ou nanoesferas).

Um estudo desenvolvido por Jornada e colaboradores (2012),
utilizando a proporcéo ideal estabelecida por Venturini e colaboradores
(2011), determinou que existe uma concentracao critica dos componentes da

fase organica, acima da qual ndo é possivel garantir o controle do tamanho
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de particula final. Concentracfes superiores a essa, provocam a formacgao de
pré-estruturas na fase organica tendo como consequéncia a formacéo de
particulas micrométricas na suspensédo final. A partir da manutencdo da
concentracdo dos componentes da fase organica abaixo da concentracéo de
agregacdo critica, através da manutencdo da quantidade de solvente
organico e aquoso, foi demonstrado ser possivel aumentar a fracao
volumétrica da formulacdo, podendo-se utilizar uma maior quantidade de

polimero, tensoativo e 6leo para um mesmo volume final de formulacéo.

3.1.4. Nanoparticulas lipidicas

Com o intuito de contornar algumas limitacbes apresentadas pelos
carreadores nanométricos ja existentes, como o custo de producdo e a
utilizacdo de solventes organicos no processo de preparacdo, foram
desenvolvidas as nanoparticulas lipidicas, que sdo derivadas de emulsfes
O/A com a substituicdo do 6leo por um lipidio sélido, permanecendo neste
estado a temperatura corporal (Miller et. al., 2007). As principais vantagens
desse sistema sao a utilizacao de lipidios biocompativeis, a possibilidade de
nao utilizacdo de solventes organicos na preparacdo e a facilidade de
producdo em larga escala (Zur Muhlen et. al.,, 1998; Souto et. al., 2007;
Guterres et. al., 2007).

Por serem compostos de lipidios sélidos, as particulas formadas
possuem uma baixa eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, apresentando a
sua recorrente expulsdo das nanoestruturas. Visando aumentar a capacidade
de carga de ativo, formulacdes com lipidios sélidos e liquidos foram
desenvolvidas e denominadas carreadores lipidicos nanoestruturados. Esses
carreadores ndo possuem uma estrutura altamente ordenada, favorecendo a
melhor acomodacdo do farmaco (Wissing e Muller, 2003a; Mduller et. al.,
2004).

O método mais utilizado na preparagédo de nanoparticulas lipidicas é o
processo top-down de homogeneizagédo a alta pressao. Esta técnica produz
nanoparticulas de tamanhos homogéneos, dependendo da composi¢ao quali-
guantivativa e condicbes de homogeneizacdo. Além disso, acarreta uma alta
estabilidade fisica para dispersfes aquosas. A homogeneiza¢do a quente

(fase lipidica fundida a alta temperatura) € a mais utilizada, pois proporciona
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tamanho e distribuicdo de particulas menores (Mehnert e Mader, 2001). A
preparacdo das nanoparticulas inicia-se com a formacdo de uma emulsao
priméria, através da dispersdo da fase oleosa em uma solu¢cdo aquosa
aquecida contendo o tensoativo. Essa emulsdo primaria é levada ao
homogeneizador a alta pressdo, obtendo-se ao final uma nanoemulsdo
devido ao alto cisalhamento provocado pelo equipamento. Apds essa
emulsdo é resfriada, permitindo que o lipidio se recristalize e forme as
nanoparticulas lipidicas solidas (Mehnert e Mader, 2001; Souto et. al., 2007;
Uner, 2006).

Dentre os diversos tipos de lipidios que podem ser utilizados para a
preparacdo das nanoparticulas lipidicas, tém-se a manteiga de cacau. O
cacau é consumido desde os tempos mais remotos, sendo difundido pelas
civilizacdes Maia e Asteca. O cacaueiro (Theobroma cacao L.) € uma arvore
nativa da América Central (Criollo), com hibridos desenvolvidos na Bacia
Amazobnica (Forastero) (Solorzano et al., 2012). A manteiga de cacau é
produzida a partir da semente do cacau e € composta por acido palmitico,
acido estearico, acido oleico e polifendis (Ribeiro et al., 2012). O cacau € rico
em polifendis, particularmente em flavan-3-ols ou flavondis, como formas
monoméricas (-)-epicatequina e (+)-catequina, e as formas oligoméricas
como as procianidinas (Pimentel, 2007). E altamente estavel e rico em
substancias antioxidantes, o que desperta 0 interesse no Seu UsSO cOmMoO
matéria-prima nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética, sem ser
verificada, até o momento, toxicidade em relacdo a sua utilizacdo (Smit,
2011).

3.2.  a-bisabolol
O a-(-)- bisabolol (Figura 1) € um alcool sesquiterpeno oleoso com
massa molecular de 222,37 Da; amplamente utilizado em fragrancias e
preparacdes cosmeéticas devido a sua caracteristica n&o-alergénica
(Madhavan, 1999). Esse composto oleoso apresenta um odor floral doce e é
frequentemente encontrado em varias plantas, incluindo a camomila
(Mattricaria chamomilla). Em 1951, Isaac e colaboradores isolaram este

composto das sumidades floridas da camomila, sendo que, o Oleo essencial
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desta planta contém até 50% de o-bisabolol, molécula considerada o
principal contribuinte para o efeito anti-inflamatério da camomila (Jakovlev et
al., 1969, 1979).

H: ﬁc OH
/{, \{ //x]
,/ ~.

H3C CH3

Figura 1. Estrutura molecular do a-bisabolol.

E uma substancia vastamente conhecida por suas propriedades anti-
inflamatorias (Thiele et al.,, 1969; Jakovlev et al., 1979), inclusive no
tratamento da artrite, e por sua habilidade de aumentar a penetracéo
transepidérmica de farmacos (Kadir & Barry, 1991). Os compostos
sesquiterpenos, como o0 o-bisabolol parecem ser bons inibidores da 5-
lipoxigenase (5-LOX), apresentando valores de ICsg sobre a 5-LOX entre 10 e
30 ug/mL (Baylac et al., 2003).

Estudos demostraram as propriedades antibacterianas e antifingicas
do a-bisabolol, além da capacidade em prevenir o desenvolvimento de
Ulceras gastricas (Szelenyi et al., 1979). Devido a sua atoxicidade em animais
(LDsp 13-14 g/kg) (Budavari et al.,, 1996) é amplamente utilizado em
preparacdes cosméticas, inclusive para o tratamento de dermatites (Grassi et
al., 2000). Entretanto, sdo escassos 0s trabalhos cientificos que focalizam os
seus efeitos bioldgicos (Hernandez-Ceruelos et al., 2002; Villegas et al.,
2001).

O bisabolol € um composto lipofilico que apresenta tendéncia a
oxidacdo. Os produtos de oxidacdo sao essencialmente dois Oxidos de
bisabolol, os quais apresentam atividade anti-inflamatéria 50% inferior a

substancia de origem (Schilcher, 1987). Um aumento da estabilidade dos
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Oleos da camomila frente a oxidacao foi demonstrado quando estes foram

complexados com ciclodextrinas (Szejtli et al., 1980; Thoss et al., 1994).

3.2.1. o-bisabolol para tratamento de gliomas

Gliomas tém sido definidos patologicamente como tumores que
apresentam evidéncia histolégica, imunohistoquimica e estrutural de
diferenciacao glial (Maher et al., 2001). Os gliomas contabilizam mais de 80%
dos tumores malignos primarios do SNC (Schwartzbaum et al., 2006). Esses
representam um dos maiores desafios na oncologia moderna e embora
novos paradigmas terapéuticos tenham determinado impacto significativo no
prognéstico de diversas malignidades, a sobrevida entre os pacientes
acometidos por glioma ndo se alterou nas ultimas décadas (Rich & Bigner,
2004). Este fato, em parte, deve-se a uma de suas caracteristicas cardinais,
a alta propensdo para infiltrar-se através do cérebro, determinando a
impossibilidade de cura cirargica mesmo quando a localizacdo do tumor
permite ampla margem de resseccao (Rao et al.,, 2001; Maher et al., 2001).
Além disso, devido ao seu elevado grau de proliferacdo, ha comprometimento
do tecido adjacente ao tumor, desencadeando sintomas como cefaléia,
alteracdes comportamentais e cognitivas, edema de papilas, disfasia e
hemiparesia progressiva (Girolami, 2000).

Os pacientes acometidos por glioblastomas apresentam um péssimo
prognostico, uma vez que, apesar de existirem intensos esfor¢cos buscando
desenvolver novas terapias, agentes efetivos ainda ndo estdo disponiveis
(Konopka & Bonni, 2003). Apesar dos grandes avancos em neuroradiologia,
neurocirurgia, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida média dos pacientes
com glioma pouco se alterou nos ultimos 30 anos, variando entre 9 a 12
meses, sendo que a maioria dos pacientes morre no periodo de 2 anos e
3,3% sobrevive 5 anos (Bondy et al., 2008).

A cirurgia, atualmente, representa a Unica abordagem com potencial
curativo para a maior parte das malignidades solidas; entretanto, o0s
glioblastomas, na pratica, sdo incuraveis. O tratamento objetiva a melhora
dos déficits neuroldgicos (inclusive funcdo cognitiva) e o aumento da

sobrevida, mantendo a melhor qualidade de vida possivel. A resseccéo
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completa do tumor € limitada pela alta invasividade microscoépica das células
tumorais no tecido saudavel adjacente (Behin et al., 2003), sendo a
recorréncia do tumor a regra, uma vez que mesmo apds a remogao cirurgica
com margens livres, permanece no tecido normal uma populagédo de células
tumorais (Rooprai et al., 1999). Desta forma, a maioria dos pacientes recebe
tratamento adjuvante, como radioterapia e/ou quimioterapia pos-operatoria
(Mazeron & Kantor, 1998). Ambas as abordagens tém eficacia limitada
devido a auséncia de especificidade terapéutica dos farmacos citotoxicos
atuais contra esta neoplasia, a quimiorresisténcia intrinseca destes tumores e
a baixa tolerancia do tecido normal aos efeitos toxicos da terapia. Além disso,
a barreira hemato-encefalica (BHE) € limitante a entrada dos quimioterapicos
no SNC, de modo que apenas farmacos de caréater altamente lipofilico, como
temozolomida e nitrosuréias, podem ser utilizados (Mousseau et al., 1993). O
arsenal terapéutico disponivel atualmente para o tratamento dos
glioblastomas é incapaz de alterar substancialmente o prognostico destes
pacientes, justificando esforcos no intuito de desenvolver e aprimorar
abordagens inovadoras.

Em alguns estudos da literatura foi demonstrado que o o-bisabolol
possui efeito citotéxico tempo e dose-dependente sobre linhagens celulares
malignas de glioma de rato e de humano, induzindo a apoptose das mesmas
(Cavalieri et al., 2004). Sua atividade citotoxica frente a linhagens celulares
de carcinoma pancreatico foi também demonstrada (Darra et al., 2008). Darra
e colaboradores (2008) descreveram que o0 a-bisbolol pode ser rapidamente
incorporado em rafts lipidicos: dominios de membrana altamente dindmicos e
enriquecidos com esterol e esfingolipideos, que desenvolvem importante
papel no transporte de proteinas intracelular e fusdo de membrana. Quanto a
isto, tem sido relatado que as membranas plasmaticas de células tumorais
contém muito mais rafts lipidicos que as membranas plasmaticas de células
normais (Patra & Bettuzzi, 2007). Recentemente, Cavalieri e colaboradores
(2009), buscando investigar o mecanismo de morte envolvido, sugeriram que
esta toxicidade esta intimamente relacionada a sua concentracgdo intracelular.
Uma analise das concentracfes intracelulares de a-bisabolol em células de

glioma de linhagem humana mostrou que ele é rapidamente distribuido em
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fracbes na membrana, citosol e ndcleo, enquanto que as mesmas condicdes
impostas a fibroblastos indicou uma distribuicdo intracelular bastante baixa.
Os resultados sugerem que uma vez incorporado em rafts lipidicos de
membrana é rapidamente transportado para o interior da célula. Os estudos
demonstraram também que o consumo de oxigénio em célula tumoral
exposta a 5 pug de a-bisabolol durante 20 minutos foi 50% menor. Quando a
mesma concentracdo foi utilizada sobre fibroblastos, observou-se que
durante 40 minutos de incubacdo ndo ocorreu nenhuma diminuigdo no
consumo de oxigénio. A ciclosporina A, um inibidor especifico da abertura de
poro de permeabilidade mitocondrial (mMPTP), foi capaz de abolir o efeito
toxico do a-bisabolol sobre a respiracao celular em células de glioma de
linhagem humana T67, sugerindo que seu efeito esta dessa forma,
diretamente relacionado a abertura de poros na membrana mitocondrial
(Cavalieri et al., 2009).

Devido ao seu carater lipofilico, o a-bisabolol apresenta baixa
solubilidade em fluidos biol6gicos. No tratamento de neoplasias do SNC, uma
substancia potencial deve apresentar baixa toxicidade, suficiente solubilidade
no sangue para estar biodisponivel e suficiente lipofilicidade para atravessar
a barreira hematoencefalica. Para aumentar a hidrofilicidade do a-bisabolol, o
qgue influenciaria em suas propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
(Martinkova, 2001) a glicosilacdo da molécula foi proposta, de forma a
aumentar a permeabilidade através de barreiras biol6gicas (Poduslo and
Curran, 1994; Egleton et al., 2001). Como resultado, foi observado um
aumento na atividade citotoxica frente a linhagens celulares de glioma
quando comparado ao a-bisabolol (obtiveram ICsy entre 40- 64 ug para 0s
compostos preparados) e uma maior adequacdo aos parametros fisico-
guimicos necessarios para atravessar passivamente a barreira hemato
encefalica (BHE) (Piochon et al., 2008).

Em trabalho anterior desenvolvido por Terroso (2010) observou-se
atividade para o a-bisabolol veiculado em nanocapsulas poliméricas
(concentracdo 16 mg/mL) em linhagem celular de glioma (C6). Neste trabalho
foi demonstrado que a formulagdo de nanocapsulas contendo a-bisabolol

apresentou-se eficaz em reduzir a viabilidade e a proliferacéo celular nesta
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linhagem. Além disso, observou-se que o efeito citotoxico das nanocapsulas
foi seletivo para as células tumorais, fato evidenciado pela auséncia de
toxicidade dessa formulacdo sobre culturas organotipicas de hipocampo de
ratos.

Ainda, dentre as potencialidades da utilizacdo da nanotecnologia para
o tratamento de gliomas, é descrito na literatura que alteragcées na superficie
das nanoparticulas podem aumentar o transporte de farmacos através da
BHE. Nanoparticulas de doxorrubicina revestidas com polietilenoglicol (PEG)
foram mais eficazes em reduzir o didmetro tumoral em modelo de tumor
cerebral quando comparado a doxorrubicina na forma convencional (solugéo)
ou em nanoparticulas nao-revestidas (Petri et al., 2007). Além disso, o
revestimento das nanoparticulas poliméricas com polissorbato 80 (Tween
80®) foi relatado pela literatura como fundamental para a vetorizagao cerebral
(Koziara et al., 2003; Ambruosi et al., 2006; Zhang et al., 2006). Uma possivel
explicagdo sustenta-se no fato de que o polissorbato 80 seletivamente
promoveria a adsorcdo de certas proteinas plasmaticas, como a
apolipoproteina E, na superficie das nanoparticulas. Assim, as nanoparticulas
contendo apolipoproteina E adsorvida seriam reconhecidas como
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), sendo transportadas pelas células
endoteliais da BHE através de endocitose receptor-mediada (Calvo et al.,
2001, Kreuter et al., 2002).

3.2.2. a-bisabolol para tratamento de melanoma

O melanoma maligno é uma neoplasia agressiva com propensao para
metastases e resisténcia a terapia, cuja frequéncia estd aumentando a um
ritmo alarmante e vem apresentando uma alta taxa de mortalidade. Este
tumor resulta da proliferacdo e da transformacdo maligna dos melandcitos
(Fitzpatrick et al., 2005). Caracteriza-se por ter uma proliferacdo celular
composta por inUmeros melandcitos com variagcbes de tamanho e forma
localizados na camada basal e invasao posterior das camadas superiores da
derme papilar (Barnhill et al., 2008). Neste processo estdo envolvidos varios
fatores genéticos e ambientais. H4 uma elevada incidéncia entre caucasianos

e surge mais frequentemente por volta dos 50 anos de idade (Corell et al.,
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2008). W.Clark descreveu, em 1969, duas formas de crescimento tumoral
nos melanomas: radial ou horizontal e vertical. O crescimento radial
caracteriza-se pela proliferacdo de melandcitos atipicos ao longo da juncgéo
dermoepidérmica. No crescimento vertical ocorre invasdo da derme pelas
células tumorais.

A incidéncia e mortalidade relacionados ao melanoma maligno cutaneo
vém aumentando progressivamente nos Ultimos anos. A elevada incidéncia
deste tumor deve-se essencialmente as modificacbes de estilo de vida, aos
habitos de exposicdo solar, sobretudo exposicdo solar na infancia e
adolescéncia (as queimaduras solares ocorridas durante essas fases) e as
modificagdes da radiacdo solar (Sanchez et al., 2006). Ainda, fatores como o
fototipo da pele (ocorre principalmente nos fototipos | e Il), histéria familiar de
melanoma, grau de desenvolvimento dos nevos e idade podem acarretar em
maior incidéncia (Whiteman et al., 2006).

A cura do melanoma esté relacionada com a excisdo do tumor na sua
fase inicial, ficando assim estabelecida a necessidade do diagndstico
precoce. Para avaliacdo do progndstico € realizada a medicdo da espessura
do tumor, desde a camada granulosa da epiderme até a camada mais
profunda do tumor (indice de Breslow), de forma que quanto maior a
espessura, pior é o progndstico. Pacientes com melanomas com indice de
Breslow inferior a 0,76 mm tém uma sobrevida em 5 anos de cerca de 100%.
Contudo se existir metastase de ganglio linfatico a sobrevida no mesmo
periodo decai para 10 a 50% (Fitzpatrick et al., 2005, Corell et al., 2008).
W.Clark (1969) descreveu cinco niveis de gravidade para o melanoma que
correspondem ao grau de profundidade e de proliferacdo neoplasica, sendo o
estagio | localizado somente na epiderme, os estagio I, lll e IV apresentando
graus de infiltracdo crescentes a derme, e 0 estagio V apresentando invaséo
do tecido celular subcutaneo.

Atualmente o melanoma € tratado através da remocado cirurgica,
radioterapia, quimioterapia, criocirurgia, entre outras técnicas. A remocao
cirurgica em pacientes com lesdo inferior a 1 mm acarreta em taxa de
sobrevida dentro de um ano de 90%. Por sua vez, para lesbes com maior
espessura a taxa de sobrevida pode ser reduzida para até 50% (Gonzales et

al., 2008). Para os melanomas estagio I, Il e Ill, realiza-se apenas
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acompanhamento em ambulatério apds a remocéo cirurgica (Santos e et al.,
2006). Para os pacientes acometidos de lesdes com subtipos IV e V com
biopsia de ganglio sentinela positivo realiza-se tratamento adjuvante com
Interferon o (INF) pelo periodo de aproximadamente um ano. No entanto, o
tratamento com INF possui diversos efeitos secundarios como astenia,
anorexia, hepatotoxicidade, neuropenia e alteracbes tiroideas. Esse
tratamento ndo aumenta a sobrevida global do paciente mas melhora a
sobrevida livre de doenca em alguns meses, sendo a sobrevida livre de
doenca em 5 anos de 10% (Santos e et al., 2004). Os tratamentos n&o
cirdrgicos para melanomas sdo limitadas a terapias adjuvantes, tais como
terapias imunoldgicas e fotodinamica (Martinez e Otley, 2001). Por esta razao
o tratamento de melanoma avancado continua a ser um desafio na dermato-
oncologia (Bundscherer et al., 2008). Para o tratamento topico do melanoma
maligno cutaneo, apenas o imiquimod é aprovado. A terapia local tem varios
objetivos, incluindo o controle focal da doenca com toxicidade sistémica
reduzida e o potencial tedrico de induzir uma reacao imune sistémica contra o
tumor. Essa terapia vem sendo utlizada em paciente com lesbes
irresecaveis, multiplas ou localmente avancadas (estagios Ill e IV). A era
moderna do tratamento intra-lesional iniciou na década de sessenta, no
principio com uso de BCG, a qual apresentava boa resposta local, porém a
toxicidade elevada levou a reducédo de seu uso clinico.

Estudos na literatura demonstraram que o a-bisabolol apresenta acéo
citotoxica frente a linhagem de melanoma (Stefanello et al., 2011, Piochon et
al.,, 2008, Silva et al., 2010). No entanto, alguns estudos visavam
modificagdes estruturais visando o aumento desta acdo. Uma vez que 0 a-
bisabolol € uma molécula lipofilica, apresenta baixa solubilidade nos fluidos
bioldgicos. Piochon e colaboradores (2008) sintetizaram e testaram o-
bisabolol-glicosideos visando aumentar a hidrofilicidade e desta forma
melhorar as propriedades farmacocinéticas do ativo. Objetivaram também
com a glicosilagdo da molécula o aumento da permeabilidade através das
barreiras bioldgicas. Silva e colaboradores (2010) também realizaram a
modifica¢cdes na estrutura do o-bisabolol, sendo utilizado como bloco quiral

para construcdo de tiosemicarbazonas devido a sua reatividade, permitindo a
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adicdo de acido. Estas modificacbes na estrutura foram realizadas visando
um aumento da atividade citotdxica da molécula sobre o melanoma.

O tratamento tépico de doencas da pele € muito atraente, uma vez que
com a distribuicdo sistémica de ativos farmacéuticos reduzida, possivelmente
também sdo reduzidos os efeitos colaterais sistémicos. A utilizacdo de
veiculos que facilitem a passagem de substancias através da barreira
formada pelo estrato cérneo & tema corrente em pesquisas, incluindo
abordagens como a utilizacdo de promotores de penetracdo e também o
desenvolvimento de sistemas carreadores particulados. Os sistemas micro- e
nanoparticulados sado desenvolvidos com intuito de ndo somente aumentar a
absorcdo percutanea, mas também, permitir a vetorizacdo na pele ou ainda

para suas subestruturas (Schafer-Korting et al., 2007).

3.2.3 a-bisabolol para prevencgéo de Ulceras géastricas

A Ulcera é uma lesdo benigna da mucosa gastrica ou duodenal
causada principalmente quando ha exposi¢ao do epitélio, a agentes quimicos
agressores, ao suco gastrico e outras secrec¢des intestinais. A incidéncia das
Ulceras pépticas € maior nos homens do que nas mulheres (1,3 : 1), sendo
gue as ulceras duodenais ocorrem com maior frequéncia na faixa etaria entre
30 e 55 anos, enquanto as Ulceras gastricas na faixa entre 50 e 70 anos
(Olinda et al., 2008).

A principal causa de ulceracdo é o desequilibrio entre a secrecéo do
suco gastrico e o grau de protecdo conferido pela barreira mucosa e pela
neutralizacdo do &cido gastrico (Guyton e Hall, 2005). Entre os principais
fatores que podem causar esse desequilibrio estdo: estresse, infec¢do por
Helicobacter pylori, consumo de medicamentos (principalmente anti-
inflamatorios ndo-esterdides — AINES e agentes anticancer) e consumo de
alcool (Singh et al., 2007).

Ulceras gastricas associadas ao uso de AINES permanecem como um
dos maiores problemas clinicos. No consumo de AINEs os danos causados a
mucosa gastrica podem ser gerados por leséo direta ou por uma reducédo na
producdo de prostaglandinas (PGE,). Esses farmacos possuem uma

natureza lipofilica ligando-se facilmente a mucosa gastrica, o que induz a
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lesdo local. Seu principal mecanismo de acdo € a inibicdo sistémica da
ciclooxigenase (COX), principal enzima na via da producdo de
prostaglandinas. As prostaglandinas sdo responséaveis pela liberagdo de
acido das células parietais da parede estomacal e pela produ¢do de muco.
Sua inibicdo leva a uma baixa producdo do muco protetor e uma alta
liberacdo de acido cloridrico (Ramsay e Carr, 2011).

Além das prostaglandinas, os AINEs também interferem no segundo
maior sistema defensivo da mucosa gastrica, a via L-arginina/éxido nitrico
(NO). A via NO atua na regulacdo da secrecao de acido gastrico bem como
na modulacdo da integridade da mucosa gastrica juntamente com
prostaglandinas enddgenas. Em modelos animais de Ulcera gastrica,
enquanto a inibicdo da NO sintase agrava lesbes, a administracdo do
precursor de NO, L-arginina, protege quase que completamente contra a
inducdo de ulceracdo por indometacina, através de um mecanismo
independente de modulacdo da secrecdo de &cido ou atividade péptica,
apenas através de manutencdo de NO na mucosa (Jainu e Devi, 2006;
Heeba et al., 2009).

As Ulceras estomacais também podem ser provocadas ou agravadas
pelo uso cronico ou agudo de alcool. Embora exista uma diferenca entre o
uso do etanol (solvente) e bebidas alcodlicas, os mecanismos fisiopatoldgicos
gue podem levar a uma lesdo provocada por esses na mucosa gastrica em
humanos saudaveis ainda permanecem pouco compreendidos. A hipétese
inicial era de um aumento na producdo do acido gastrico e da gastrina em
resposta ao consumo, contudo essa foi refutada (Teyssen e Singer, 2003).
Atualmente acredita-se que os efeitos do etanol sobre a mucosa sejam
devido a um rompimento e um aumento da permeabilidade da barreira de
muco protetora da parede estomacal (Bode e Bode, 1997; Francis, 2008).
Além disso, resultados experimentais sugerem que o estresse oxidativo esta
envolvido na maioria das patologias gastrintestinais, incluindo as ulceras
gastricas (Llesuy., 2002).

Diversas estratégias tém sido descritas na literatura para reducéo de
toxicidade gastrintestinal de anti-inflamatorios ndo esteroides, entre estas
pode-se citar a incorporacdo em lipossomas (Soehngen et al., 1988, Srinath
et al., 2000), complexacédo com ciclodextrinas (Oteroespinar et al., 1991; Lin
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et al., 1994, Alsarra et al., 2010), a micro- e nanoencapsulagdo (Ammoury et
al.,, 1991; Weiss et al., 1993; Giunchedi et al., 1995; Guterres et al., 1995;
Muller et al., 2001; Yamada et al., 2001; Chakraborty et al., 2012), e o
desenvolvimento de formas farmacéuticas de acdo modificada (Cerdeira et
al., 1998; Gonzélez-Rodriguez et al., 2003), entre outras.

A micro- e nanoencapsulacdo de farmacos anti-inflamatoérios foi
estudada pelo nosso grupo de pesquisa. Guterres e colaboradores (1995)
mostraram que a incorporacédo do diclofenaco em nanocapsulas de poli(acido
latico) reduziu a toxicidade do farmaco sobre a mucosa gastrintestinal. Muller
e colaboradores, utilizaram a secagem por aspersdao na obtencdo de
produtos secos a partir de nanocapsulas poliméricas contendo diclofenaco e
demonstraram a manutencao dos efeitos protetores sobre a mucosa gastrica
ja demonstrados por Guterres. Beck e colaboradores (2006) avaliaram a
diferenca entre duas nanoestruturas e demonstraram que microparticulas
revestidas por nanocapsulas contendo diclofenaco apresentaram efeito
protetor da mucosa géastrica contra a ulceracdo, enquanto microparticulas
revestidas por nanoesferas ndo apresentaram tal protecéo.

Embora existam trabalhos que avaliam a nanoveiculacdo como
estratégia para diminuir os efeitos de toxicidade gastrintestinal de farmacos,
sdo poucos os estudos que avaliam a nanoencapsulacdo de farmacos
gastroprotetores. A avaliacdo do potencial antiulceroso de substancias vem
sendo amplamente descrita na literatura. Os modelos de inducdo de lesdes
em ratos e camundongos geralmente utilizam &cido acético, anti-inflamatérios
nao esteroides, etanol, interrupcdo do fluxo pilérico ou analgésicos (Konturek
et al., 2002; Nakamura et al., 2003; Petrovic et al., 2003; Shah et al., 2003).

Entre os tratamentos disponiveis para Ulceras gastricas estdo 0s
agentes que neutralizam o acido gastrico e inibem a secrecéo gastrica, como
inibidores da bomba de prétons, inibidores seletivos da cicloxigenase-2 e
antagonistas dos receptores de histamina H2. Essas terapias se baseiam na
administracdo de farmacos em formulagbes-padrdo, como comprimidos e
capsulas (Guedes et. al.,, 2008; Schroeter et. al., 2008). Nos ultimos anos,
tem-se buscado alternativas aos agentes usuais no combate a dispepsia
gastrica e Ulceras pépticas. Em termos de terapia seletiva, € desejavel que

farmacos possuam apenas atividade local com absorgéo limitada para outros
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tecidos, de forma a diminuir os efeitos adversos e aumentar a eficiéncia local
(Hasani et. al., 2009).

Estudos mostraram que a administracdo oral de o-bisabolol nas doses
de 100 e 200 mg/Kg foi capaz de proteger a mucosa géastrica de danos
causados pela administracdo de etanol (Rocha et al., 2010). E bem descrita
na literatura a habilidade do etanol absoluto em aumentar a quantidade de
malondealdeido, o que esta intimamente relacionado com o dano gastrico. O
aumento nos niveis de malondealdeido € também associado com a apoptose
aumentada no tecido gastrico em animais submetidos ao tratamento oral com
etanol absoluto (Li et al.,, 2011). Além disso, as enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) constituem
um sistema antioxidante enddgeno, que age prevenindo o dano celular
induzido por radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Remmen et al.,
2004). O etanol foi relacionado ao aumento da producdo de anions
superéxido e diminuicdo da atividade da SOD, contribuindo desta forma com
a geracédo de dano oxidativo (Mutoh et al., 1990; Potrich, 2009).

Dentre 0os mecanismos envolvidos na protecdo da mucosa gastrica
exercida pelo a-bisabolol estdo a diminui¢cdo dos niveis de malondealdeido e
aumento da atividade das enzimas SOD e CAT. Além disso, sugere-se que
as lesdes induzidas por etanol tenham uma caracteristica inflamatoria por
inducdo da migracdo de neutréfilos na lesdo, de forma que pode-se
relacionar a acdo antiulcerativa do a-bisabolol a sua acéo anti-inflamatéria
(Rocha et al., 2011).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matérias-primas

— o-bisabolol (Deg, Brasil);

— Dimetilsulfoxido (Sigma);

— Fungizona® (Gibco);

— Gentamicina (Schering);

— Manteiga de cacau (Delaware);

— Meio Dulbecco modificado (DMEM) (Gibco);

— Monoestearato de sorbitano (Span 60®, EHL = 4,7) (Sigma);

— Monooleato de sorbitano (Span 80®, EHL = 4,3) (OXITENO);

— MTT brometo de ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolio])
(Sigma);

— Penicillina/streptomicina (Gibco);

— Polissorbato 80 (Monooleato de sorbitano 20 moles de O6xido de
etileno, EHL = 15,0) (Delaware).

— Poli(e-caprolactona) (PCL) (Mw=65kg/mol) (Aldrich);

— Propilenoglicol (Synth®, Brasil);

— Solucéo de tripsina/EDTA 0.25% (Gibco);

— Soro fetal bovino (Cultilab);

— Triglicerideos dos acidos caprico/caprilico (Delaware).

Os demais reagentes e solventes utilizados apresentavam grau

analitico ou farmacéutico.

4.2 Equipamentos

— Balancga analitica — Denver APX200;

— Ultra-turrax - T25, Ika;

— Potenciémetro — Micronal B474;

— Mastersizer® 2000, Malvern;

— Zetasizer® nano-ZS, modelo ZEN 3600, Malvern;

— Homogeneizador a alta presséo - Panda 2K NS1001L, Niro Soavi;

— Paquimetro digital — Mitutoyo Digimatic Caliper;
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— Camera digital Sony® — modelo Cybershot 8.1 megapixels;

— Evaporador Rotatério — Buchi;

— Espectrofotometro Cary 50 UV-Vis — Varian.

— Calorimetro Exploratorio diferencial - TA Instruments, modelo Q20

— Microscépio eletrénico de varredura - JEOL JSM 6060

— Microscépio de fluorescéncia — Olympus IX71 — Software Cellsens
standard

— Ultracentrifuga — CP80WX HITACHI, rotor P28S

— Células de franz automatizada - Microetteplus, Hanson

— Citdbmetro de fluxo - BD FACSVerse, filtro PE.

4.3 Metodologia
A metodologia utilizada para o desenvolvimento deste trabalho sera
apresentada neste item, visando a nao repeticdo de metodologias ao longo
do trabalho. Desta forma, nos capitulos 1 e 2 serédo apresentados somente 0s
objetivos e resultados especificos.

4.3.1 Preparacgado das nanocapsulas

As suspensfes de nanocapsulas foram preparadas por deposicdo
interfacial de polimero pré-formado conforme proposto por Fessi e
colaboradores (1989), com adaptacdes conforme Venturini e colaboradores
(2011). Para uma suspensado de nanocapsulas o polimero e 0 monoestearato
de sorbitano foram dissolvidos em uma mistura de solventes acetona e etanol
sob agitacdo magnética constante a 40 °C. Apoés, foram acrescentados os
Oleos, triglicerideos do acido caprico e caprilico (TCM) e/ou a-bisabolol. Em
frasco separado, o polissorbato 80 foi solubilizado em agua. A fase orgéanica,
totalmente solubilizada, foi injetada na fase aquosa, sob agitagdo magnética
constante, a temperatura ambiente, através de um funil. As suspensdes
foram mantidas sob agitacéo por 10 min. A seguir, procedeu-se a evaporagao
da suspensao em evaporador rotatorio, eliminando os solventes organicos e
0 excesso de agua a pressao reduzida. O volume final foi ajustado a 25 mL.
Foram preparadas formulagbes com trés diferentes concentracdes de o-

bisabolol no nucleo e também uma formulacdo de nanocépsulas brancas
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(sem a-bisabolol. Ainda, para a realizacdo do teste de gradiente de
densidade das particulas, foram preparadas nanoemulsdes, da mesma como
foram preparadas as nanocapsulas, com omissao da adi¢cao do polimero.

Para a preparacdo de nanocapsulas fluorescentes, 10% da quantidade
de polimero foi substituida por polimero ligado a rodamina B. A rodamina B
foi covalentemente ligada aos grupos terminais hidroxil da poli(e-
caprolactona) sob atmosfera inerte (argbnio) utilizando carbodiimida como
ativador na conversao de acido carboxilico em éster (Poletto et al., 2012).

As formulacdes de nanocapsulas preparadas estdo descritas nas
Tabelas 1 a 4.

Tabela 1. Composicéo da formulacdo de nanocapsula polimérica branca (NC

branca).

Fase organica Fase aquosa
Triglicerideos de &acidos caprico e | Polissorbato 80.................... 192,5
(o7= 1 o] 11 To]o RS 400 mg | mg
Monoestearato de sorbitano.... 95 mg | Agua destilada........................ 133

mL
Poli(e-caprolactona)....... ....... 250 mg
Acetona.........cceevvveeiiiiiiii e, 60 mL
Etanol.......cccoovviiiiiiiiiiieee, 7,5mL

*No preparo da nanoemulsdo (NE16) utilizada no estudo de gradiente de
densidade, a adicéo de PCL foi omitida.

Tabela 2. Composicao da formulacdo de nanocapsula polimérica contendo a-

bisabolol na concentragcado de 1 mg/mL (a-BNC1).

Fase organica Fase aquosa
Triglicerideos de &cidos caprico e | Polissorbato 80.................... 192,5
CapriliCo......ccovvviiiiiiiiiiiiiiieee, 375 mg | mg
a-bisabolol ... 25 mg
Monoestearato de sorbitano.... 95 mg | Agua destilada........................ 133

mL
Poli(e-caprolactona)....... ....... 250 mg
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Etanol......c.cooveeiiien

Tabela 3. Composicao da formulacdo de nanocapsula polimérica contendo a-

bisabolol na concentracao de 10 mg/mL (a-BNC10).

Fase aquosa

Fase organica
Triglicerideos de &cidos caprico e
(o7= o] 11 To]o SRR 150 mg
a-bisabolol .............., 250
mg
Monoestearato de sorbitano.... 95 mg
Poli(e-caprolactona)....... ....... 250 mg
Acetona..........coeeeeviiiieeieeein 60 mL
Etanol.......ccccvviiiiiiiiiiiieeeee, 7,5 mL

Polissorbato 80.................... 1925
mg
Agua destilada........................ 133
mL

*Na formulagcédo (a-BNC10-RB), 10% da poli(e-caprolactona) foi substituida

por poli(s-caprolactona) ligada covalentemente a rodamina B.

Tabela 4. Composicao da formulacdo de nanocapsula polimérica contendo a-

bisabolol na concentracao de 16 mg/mL (a-BNC16).

Fase organica

Fase aquosa

a-bisabolol ............ccc, 400
mg

Monoestearato de sorbitano.... 95 mg

Poli(s-caprolactona)....... ....... 250 mg

Acetona.........ocoeeeiiiiiieeeieein 60 mL

Etanol.........coevvieiiiiiiees 7,5 mL

Polissorbato 80.................... 192,5
mg
Agua destilada........................ 133
mL

*No preparo da nanoemulsédo (a-BNE16) utilizada no estudo de gradiente de

densidade, a adicdo de PCL foi omitida.

52



4.3.2 Preparagdo das nanoparticulas lipidicas de manteiga de cacau
(Cocoa-theospheres — CT)

As formulacdes foram preparadas segundo metodologia adaptada
descrita por Muller e colaboradores (2000) e Colomé e colaboradores (2010).
Para a preparacdo das nanoparticulas lipidicas, foram selecionadas a
manteiga de cacau e os triglicerideos do acido caprico/caprilico (TCM) como
componentes lipidicos. Foram utilizados tensoativos de alto e baixo EHL,
visando uma maior estabilidade das formulagbes. Para a preparacédo das
particulas, uma fase lipidica fundida a 40 °C foi misturada a fase aquosa
utilizando ultra-turrax (16000 rpm por 2 minutos), obtendo uma emulsdo
primaria. Em seguida, esta emulsdo foi submetida & homogeneizacgdo a alta
pressao para a reducdo do tamanho de particula. Foi utilizada uma presséo
de 500 bar, por quatro ciclos de passagem.

As formulacfes de nanoparticulas lipidicas preparadas estdo descritas

nas Tabelas5a 7.

Tabela 5. Composicdo da formulacdo de nanoparticula lipidica branca (CT

branca).

Fase lipidica Fase aguosa
Triglicerideos de &cidos caprico e | Polissorbato 80.................... 600 mg
caprilico....cccoeveeeeeeiiiiiiiiieii, 1600
mg
Monooleato de sorbitano.... 300 mg | Agua destilada (gsp).............. 100 mL
Manteiga de cacau....... ....... 2000
mg
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Tabela 6. Composicdo da formulacdo de nanoparticula lipidica contendo a-

bisabolol na concentragcédo de 10 mg/mL (a-BCT10).

Fase lipidica Fase aguosa

a-bisabolol ..........cccceeviiiiinnnn. 1000 | Polissorbato 80.................... 600 mg
mg

Triglicerideos de acidos caprico e

Caprilico......ccoccveviiiiiiiie e, 600

mg

Monooleato de sorbitano.... 300 | Agua destilada....................... 100 mL
mg

Manteiga de cacau....... ....... 2000

mg

Tabela 7. Composicédo da formulacdo de nanoparticula lipidica contendo o-

bisabolol na concentragdo de 16 mg/mL (a-BCT16).

Fase lipidica Fase aguosa
a-bisabolol ..........ccccl 1600 | Polissorbato 80.................... 600 mg
mg
Monooleato de sorbitano.... 300 | Agua destilada....................... 100 mL
mg
Manteiga de cacau....... ....... 2000
mg

4.3.3 Caracterizacao fisico-quimica das formulactes

4.3.3.1 Determinagéo do teor de a-bisabolol nas formulagdes
Para a quantificacdo do a-bisabolol, cada suspensdo (100 pL) foi
tratada com agua (10 ml) e uma aliquota (1 mL) foi diluida com acetonitrila
(20 ml). A solucéo final foi entdo filtrada (Millipore 0,45 um) e injetada no
cromatografo. A fase mével (1,0 mL.min™) consistiu de acetonitrila/agua
(60:40 vlv), acidificada com acido acético até pH aparente de 4,5. O a-

bisabolol foi detectado a 207 nm com um tempo de retengcdo de 11 min.
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Curvas analiticas para o farmaco em acetonitrila foram obtidas entre 2-25,00
Mg/mL, apresentando coeficientes de correlagao maiores que 0,99. O método
em CLAE foi previamente validado de acordo com o ICH (2005) (Terroso,
2010).

4.3.3.2 Determinacdo do diametro de particula e distribuicdo
granulométrica

A determinagcdo do didametro e da polidispersdo das particulas em
suspensao foi realizada através de difratometria de laser (Mastersizer® 2000,
Malvern) e espalhamento luz dinadmico (Zetasizer® nano-ZS, Malvern).

Para as andlises de difratometria de laser, as amostras foram
adicionadas no compartimento de dispersdo de liquidos, contendo &agua
destilada, a temperatura ambiente e os resultados determinados através da
meédia de trés repeticdes leitura. Para as analises foi utilizado um espectro de
leitura compreendido entre 0,02 — 2000 ym. O diametro baseado no volume
(D[4,3]) foi utilizado como parametro para didmetro médio de particulas.
Medidas do diametro de particulas correspondentes a 10%, 50% e 90% da
distribuicdo acumulada [d (0.1), d (0.5) e d(0.9), respectivamente] também
foram realizadas. Por meio dessas medidas foi calculado o span, definido
como uma medida da disperséo granulomeétrica, sendo utilizada a Equagéo 1
(Chen e Davis, 2002):

span = dpo— do1 (Equacéo 1)
dos

Para as analises por espalhamento de luz dinamico, as amostras
foram preparadas através da diluicio de 500 vezes em agua Milli-Q
previamente filtrada em filtro 0,45 pum (Millipore Millex-HP). Através desta

técnica foram determinados o diametro médio e indice de polidispersao (PDI).

4.3.3.3 Analise do potencial zeta
O potencial das suspensdes contendo o0s nanocarreadores foi
determinado através de Zetasizer® nano-ZS, modelo ZEN 3600 (Malvern,

EUA) que utiliza metodologia de mobilidade eletroforética. Essa determinacao
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foi realizada apoOs preparacdo da formulacdo e diluicio de 500 vezes em
solucdo de NaCl 10 mM (filtrada em filtro 0,45 pm, Millipore Millex-HP). Os

resultados obtidos representam a média da medida de trés lotes.

4.3.3.4 Determinagéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada em potencidmetro calibrado,
diretamente nas suspensdes coloidais, ap0s a preparacdo. Os resultados
representam a média da medida de trés lotes.

4.3.3.5 Determinacéo da viscosidade

A viscosidade das suspensdes foi determinada usando um
viscosimetro vibracional (SV-10, A&D Company, Japan). Apds a preparacao
das formulaces as medidas foram realizadas diretamente a temperatura de
25+ 0.5 °C.

4.3.3.6 Determinacdo do namero de particulas

A determinacdo do numero de particulas foi realizada através da
técnica de turbidimetria (Poletto et al., 2008). As suspensfes contendo as
nanoparticulas foram analisadas por espectrofotometria, a fim de se

determinar a turbidez t (cm™) das suspensées, de acordo com a Equacéo 2:
T= % In(10)x A (Equacéo 2)

onde, b(cm) é o caminho 6tico da célula e A é a absorbancia medida.

Em uma determinada diluicAo da amostra, pode-se relacionar a
turbidez com o diametro (cm), concentracéo de particulas N (particulas cm™)
e com a eficiéncia de extin¢ao (W) (Equacéo 3)

r=2d%x N xW
4 (Equacéo 3)
W é uma funcéo do tipo W(x,m), onde x & o parametro relacionado ao

tamanho e definido como x=7d/4 , onde A (cm) é o comprimento de onde

incidente no meio dispersante. O parametro m € o indice de refracéo relativo
da particula. Em um indice de refracéo fixo, W pode ser obtido de acordo

com a equacéo abaixo (Equacéo 4):
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W =K x2In(10)xa xd/3 (Equacéo 4)
onde, d (cm) é o diametro de particula, (g cm™) é a densidade da particula
e K (cm? g™) é o coeficiente de extingdo da amostra, que pode ser calculado
utilizando a Equacéo 5:
r=In(10)x K xc (Equagéao 5)

onde, ¢ (g cm™®) é a concentracdo da amostra.

Desta forma, as suspensdes contendo nanoparticulas foram diluidas
numa faixa de concentragdo que obedeca a Lei de Lambert-Beer. As
amostras diluidas foram analisadas em 395 nm e os diametros d (Equacéao 4)

foram experimentalmente determinados por difratometria de laser.

4.3.4 Estudo de gradiente de densidade

O estudo de gradiente de densidade consiste na separacdo de
diferentes estruturas e determinacédo da densidade das mesmas. Para tanto,
inicialmente foi preparada uma solucao de silica (Percoll®) 54% em cloreto de
sédio 0,15 M. 400 pL das formulacdes de nanocapsulas (NC Branca, a-
BNC1, a-BNC10 e a-BNC16), além de nanoemulsdo de a-bisabolol (o-
BNE16) e nanoemulsdo de TCM (NE16) foram adicionadas em 19,6 mL
dessa solugdo de Percoll®. Para induzir a separacdo das particulas, foi
realizada ultracentrifugacédo (18.500 rpm) por 60 minutos a temperatura de
20°C. A densidade das particulas obtidas foi determinada através de uma
curva polinomial, previamente realizada com marcadores de densidade
(DensityMarkerBeads®), os quais apresentam densidade conhecida (Jager et

al., 2009; Zambrano-Zaragoza et al., 2011).

4.3.5 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O estudo de calorimetria exploratoria diferencial foi realizado em
equipamento TA Instruments, modelo Q20, com nitrogénio liquido ultrapuro,
em vazao de 50 mL/min, em panelinhas de aluminio herméticas. As analises
foram realizadas para as matérias primas (analisadas como recebidas): PCL,
TCM, a-bisabolol, MS (monoestearato de sorbitano), mistura binaria (entre

TCM e a-bisabolol), mistura binaria (entre TCM e MS) e mistura ternaria

57



(TCM, a-bisabolol e MS). Foram pesados cerca de 10 mg de cada amostra.
As amostras foram submetidas a um ciclo de aquecimento (de -80°C a

100°C), com taxa de aquecimento de 10 °C/minuto.

4.3.6 Estudo de liberacao in vitro

Os estudos de liberacao in vitro foram realizados utilizando-se células
de Franz automatizadas. Para realizacao deste experimento foram utilizadas
membranas de acetato de celulose 25 mm (cut off 14.000 Da) (Sigma-
Aldrich®). As membranas foram previamente hidratadas com agua destilada a
32 °C durante 30 minutos. A condi¢gdo sink no compartimento receptor foi
obtida com meio constituido de uma mistura etanol:dgua (50:50, v/v). O
volume de coleta foi de 1,8 mL com tempos de coleta de 10, 20, 30, 40, 60,
120, 240, 360, 720 e 1440 min. O banho foi ajustado para uma temperatura
32 °C e a agitacdo magnética para 400 rpm. A amostra avaliada foi uma
aliguota de suspensao de nanocapsulas ou emulsdo do a-bisabolol (farmaco
livre) (300 pL), sendo essa aplicada na membrana através de um dispositivo
especial para amostras liquidas. Apds as 24 horas de dialise, as amostras
coletadas do meio receptor foram analisadas utilizando a metodologia de
CLAE anteriormente citada. Para cada formulacao foram utilizadas 3 células
de difuséo.

A modelagem matematica (MicroMath Scientist®, version 2.01, St.
Louis, MO, USA) foi utilizada para analisar os perfis de liberacdo do a-
bisabolol utilizando os modelos monoexponencial e biexponencial (Fontana et
al., 2009).

4.3.7 Avaliacdo do potencial irritante

O teste de HET-CAM foi realizado visando a avaliagcdo do potencial
irritante das formulagbes o-BNC10, a-BCT10 e alJJI0a0. Este teste
permite 0 estudo dos efeitos imediatos que seguem a aplicacdo de
substancias teste sobre a membrana coérioalantdide (CAM) de ovos
embrionados de 10 dias (Luepke and Kemper,1985). Esses efeitos tratam-se
principalmente de modificagdes vasculares e também interagbes com as

proteinas, que representam as duas principais caracteristicas em irritacdes
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oculares. A CAM é uma membrana extra embrionaria altamente
vascularizada, e por esse motivo possibilita o estudo dos efeitos agudos de
produtos, classificando-os de nao-irritante a irritante severo. O ensaio foi
baseado na observacdo dos efeitos irritantes (hiperemia, hemorragia e
coagulacdo), apés 5 minutos da aplicacdo das formulacdes sobre a
membrana corioalantdide Foram utilizados dois controles positivos (NaOH
0.1M e LSL 1%) para coagulagdo e hemorragia, respectivamente. O célculo
do potencial irritante foi realizado de acordo com a equacdo 6, e as
formulacdes classificadas de acordo com a Tabela 8:

_ (301-h) X5 N (301 -v)x7 " (301—c) x9
- 300 300 300

IP

(Equacéo 6)

Tabela 8: Classificacdo do grau de irritacdo de acordo com o potencial

irritante.
Potencial irritante Grau de irritacao
0-0,9 N&o irritante
1-49 Irritacdo fraca
5-8,9 Irritacdo moderada
9-21 Irritacdo severa

4.3.8 Estudo de permeacao cutanea

Os estudos de permeacdo cutanea foram realizados utilizando-se
células de Franz automatizada (Microetteplus, Hanson). Para realizacdo
deste experimento foram utilizadas como membrana a pele abdominal de
suino, com espessura entre 1,4 e 2,0 mm. O meio utilizado constituiu-se de
uma mistura etanol:agua (50:50, v/v), e foi escolhido para garantir a
solubilidade do a-bisabolol. Sobre cada membrana aplicou-se a amostra de
suspensao de nanocapsulas ou emulsédo do a-bisabolol (farmaco livre) (300
uL), sendo essa aplicada na membrana através de um dispositivo especial
para amostras liquidas. Ao final de cada ensaio, realizou-se a coleta do meio
receptor e determinou-se a quantidade de o-bisabolol retido no estrato
coérneo, epiderme e derme. Para a determinacdo da quantidade de ativo
retido no estrato corneo, derme e epiderme, as membranas (n=6) foram

retiradas das células de Franz. Inicialmente, o excesso de formulacdo ainda
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remanescente na superficie da pele foi removido com o auxilio de algodao.
Em seguida, procedeu-se a técnica de tape stripping, objetivando a remocéao
do estrato cérneo. Para isto, foram utilizadas 18 fitas adesivas (Scotch®, 3M)
para cada amostra de pele. Estas fitas foram acondicionadas em tubo de
ensaio, seguida da adicdo de 15 mL de acetonitrila para extracdo do ativo.
Apés a retirada do estrato corneo, foi realizada a separacdo da
epiderme e derme mediante a submerséo da pele em agua ultrapura a 55 °C
por 60 segundos. A epiderme foi entdo removida com auxilio de uma
espatula. Esta foi acondicionada em tubo de ensaio juntamente com 5 mL de
acetonitrila. A derme foi fracionada em pequenos pedacos, com auxilio de
bisturi, e colocada em tubo de ensaio contendo 10 mL de acetonitrila. A
sequir, foi realizada a extracdo das formulacdes contidas no estrato cérneo,
epiderme e derme, mediante agitacdo em vortex por 1 minuto e banho de
ultrassom por 30 minutos a temperatura de 30 °C. As amostras foram filtradas

e analisadas utilizando a metodologia de CLAE anteriormente citada.

4.3.9 Manutencéo das linhagens celulares

A linhagem celular de glioma de rato C6 (derivado de glioma induzida
em ratos por N-nitrosometiluréia) e de melanoma humano (SK-MEL-28)
foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville,
Maryland, EUA). As células foram cultivadas e mantidas em meio Dulbecco's
modified Eagle's (DMEM) contendo antibiéticos penicilina / estreptomicina
0.5U/ml, e suplementada com 5% (v / v) de soro fetal bovino (FBS). As
células foram mantidas a uma temperatura de 37 °C, a umidade relativa
minima de 95%, e uma atmosfera de 5% de CO, no ar. Todos o0s
experimentos ao longo deste estudo foram realizados no soro DMEM

suplementado.

4.3.10 Exposicao

Para os experimentos com linhagens celulares, a preparacédo do o-
bisabolol livre foi procedida dissolvendo-se o mesmo em dimetilsulfoxido
estéril (DMSO; Sigma). As nanocapsulas foram preparadas como descrito no

item 2.1. Nanocapsulas brancas (NC branca) (com o nucleo lipidico

60



constituido exclusivamente por triglicerideos céaprico e caprilico) foram
utilizadas como formulagédo-controle dos constituintes das nanocapsulas,
aplicando-se volume equivalente ao maior volume da formulagdo de
nanocapsulas utilizada. As placas foram semeadas com cada uma das
linhagens (glioma ou melanoma) e apOs atingir semiconfluécia as culturas
foram expostas por 24 h as formulacdes. Células controle foram tratadas com
o veiculo, ou seja, 1,0% de DMSO ou com nanocapsulas sem a-bisabolol.

Ainda como controle, células foram mantidas sem tratamento.

4.3.11 Avaliagdo da viabilidade celular de células de glioma e
melanoma

O ensaio de MTT fornece uma medida quantitativa das células com
mitocondrias metabolicamente ativas através da redugédo mitocondrial de um
sal tetrazéliobrometo, o MTT ([3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazdlio])
a cristais de formazan, intensamente coloridos, no interior das células, cuja
absorcdo pode ser determinada por andlise espectrofotométrica (Liu et al.,
1997).

Células de glioma foram semeadas em placas de 96 pocos a uma
concentracdo de 1x10° por poco e apds atingida a semiconfluéncia, as
culturas foram tratadas. Culturas controle foram tratadas com DMSO ou
nanocapsulas brancas. Apds 24 h de tratamento, o meio de cultura contendo
o farmaco foi retirado e as células foram lavadas duas vezes com 100 pl de
PBS. ApoOs a remocgédo do PBS, 90 ul de meio de cultura e 10 ul de MTT
foram adicionados a cada poco. As células foram incubadas durante 3 h e o
meio foi em seguida removido. Os cristais de Formazan foram dissolvidos em
100 pl de DMSO e a absorvancia foi lida em leitor de placas de ELISA a 490
nm. Esta absorcdo é linearmente proporcional ao niumero de células vivas
com mitocondria ativa.

Paralelamente, as células de melanoma foram semeadas em placas
de 24 pocos a uma concentracdo de 20x10% por poco e apds atingida a
semiconfluéncia, as culturas foram tratadas. Ap6s 24 h de tratamento, 0 meio
de cultura contendo o farmaco foi retirado e as células foram lavadas duas

vezes com 500 ul de PBS. Apés a remocdo do PBS, 450 ul de meio de
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cultura e 50 pul de MTT foram adicionados a cada poc¢o. As células foram
incubadas durante 3 h e 0 meio foi em seguida removido. Os cristais de
Formazan foram dissolvidos em 300 ul de DMSO e a absorvancia foi lida em
leitor de placas de ELISA a 490 nm.

4.3.12 Avaliacdo da captacédo celular em células de melanoma

As células da linhagem SK-MEL-28 foram tratadas com a formulagéo
de nanocapsulas ligada a rodamina B nas doses de 10, 25, 50 e 75uM. Foram
entdo mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de CO, por 24 horas. Em
seguida, o meio de cultura contendo as nanocapsulas foi removido e 0s pocos
lavados duas vezes com PBS. Adicionou-se, entdo, uma solugéo de tripsina-
EDTA para que as soltar as células do fundo da placa. O liquido foi recolhido
em eppendorfs e as placas lavadas novamente com PBS, recolhido nos
mesmos tubos. As amostras foram visualizadas em microscopio de

fluorescéncia e também lidas em citdbmetro de fluxo munido do filtro PE.

4.3.13 Gerenciamento de residuos

Os residuos gerados foram classificados como grupo A e grupo B.
Aqueles contendo carcacas, pecas anatdbmicas, visceras e outros residuos
provenientes de animais ndo submetidos a processos de experimentacao
correspondem ao grupo A, e, por sua vez, substancias quimicas que podem
apresentar risco a saude publica ou ao meio ambiente foram classificados
como grupo B (COSAT-UFRGS, Plano de Gerenciamento de Residuos,
2007).

A identificacdo dos residuos do Grupo A foi feita por meio da inscricdo
“‘Residuo Infectante ou Biolégico” com a simbologia correspondente, em saco
plastico branco, impermeével, resistente e devidamente rotulado.

Os residuos do grupo B foram devidamente armazenados em
bombonas plasticas e/ou frascos de vidro ambar com bocal largo. Os
mesmos foram identificados e acondicionados de acordo com o Plano de
Gerenciamento de Residuos implementado pela Resolucdo COSAT, 2007. A
empresa responsavel pelo recolhimento e descarte final dos residuos do

grupo A € a empresa Aborgama do Brasil.
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CAPITULO 1. O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 63 a
81, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacao para publicacéo
em periodico cientifico. Trata-se do desenvolvimento e caracterizacdo de
nanocapsulas poliméricas contendo a-bisabolol, estudo da influéncia da
modificacdo do nucleo oleoso sobre a liberacéo e sobre o efeito citotéxico em

linhagem celular de glioma (C6).
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CAPITULO 2. O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 83 a
107, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacao para publicacdo
em periddico cientifico. Trata-se de avaliacdo in vitro da permeacgao cutanea
de nanoparticulas contendo a-bisabolol, atividade citotdxica e captacao

celular em linhagem de melanoma (SK-MEL-28).
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CAPITULO 3. Avaliacédo da atividade gastroprotetora de formulacées
nanoparticuladas em modelos in vivo de inducdo de uUlceras por etanol e

indometacina.

Estudos anteriores descreveram que a administracdo oral de a-
bisabolol foi capaz de proteger a mucosa gastrica contra Ulceras induzidas
por etanol (Rocha et al., 2010). Adicionalmente, trabalho de nosso grupo de
pesquisa evidenciou que nanocapsulas e nanoparticulas lipidicas brancas
apresentaram efeito gastroprotetor em ratos frente a ulceras induzidas por
etanol, de maneira dependente de sua fracdo volumétrica (Bueno et
al.,2013). A partir dessa premissa, levantou-se a hipotese de que poderia
haver um efeito combinado, através de nanoencapsulacdo do a-bisabolol
sobre a propriedade de protecdo da mucosa gastrica contra o processo de

ulceracao causado por ingestédo de etanol e indometacina.

3.1. Objetivo

Avaliacdo da atividade antiulcerosa de formulagbes nanoparticuladas
contendo a-bisabolol em modelos in vivo de inducéo de Ulceras por etanol e

indometacina.

3.1.1. Objetivos especificos:

e Avaliacéo do efeito gastroprotetor in vivo frente & ulceras induzidas por
etanol.

e Avaliagéo do efeito gastroprotetor in vivo frente a ulceras induzidas por
indometacina.

e Andlise do tecido gastrico através de microscopia eletrénica de
varredura.

e Andlise histopatologica do tecido gastrico.

e Avaliacdo da propriedade mucoadesiva das formulagdes.
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Abstract: The use of nanocarriers becomes a promising alternative to develop
a pharmaceutical formulation for oral use. It is described that a-bisabolol oral
administration is able to protect the gastric mucosa from ethanol-induced ulcer.
In this way, the present work describes the development of a-bisabolol-loaded
polymeric nanocapsules (a-BNC) and Cocoa-theospheres (a-BCT), aiming
oral use for gastroprotection. In order to evaluate the constituent materials
effect, blank formulations were prepared omitting the o-bisabolol. Laser
diffraction analysis showed only nanometric population and mean diameters
ranging from 138 to 216 nm, corroborating dynamic light scattering results.
The gastroprotective effect of the formulations were evaluated in rats and the
gastroprotective index for the ethanol-induced ulcers were 0.11 for a-BCT,
0.68 for blank-CT, 0.29 for o-BNC, 0.37 for blank-NC and 0.89 for
conventional emulsion, a—Bemulsion. Regarding the indomethacin-induced
ulcer model, the results were 37.33 for a-BCT, 48.14 for blank-CT, 31.33 for
a-BNC, 45.33 for blank- NC and 65.40 for a—Bemulsion. SEM analysis of the
stomach mucosa showed a more homogenous and cohesive coating for a-BNC
and o-BCT treatments in comparison with the correspondent blank
formulations or a—Bemulsion. In histological evaluations, a protection against
the tissue damage and a Periodic Acid-Schiff (PAS)-positive increase were
observed after the pretreatment with a-bisabolol nanoparticles in ethanol and
indomethacin-induced ulcers, respectively. Moreover, the nanoencapsulation
enhanced the o-bisabolol retention on gastric mucosa, suggesting the
mucoadhesive properties of the nanocarriers. Besides, the drug
nanoencapsulation reduced the o-bisabolol dose (30 mg.kg™) to protect the
stomach mucosa.

Keywords: cocoa-theospheres, polymeric  nanocapsules, a-bisabolol,

gastroprotection.
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Introduction

Gastric dyspepsia and peptic ulcers are very common global problems
nowadays. It is generally agreed that gastric lesions develop when there is an
inbalance between gastroprotective (mucosal barrier and acid juice
neutralization) and aggressive factors (gastric acid secretion).! The major
causes are alcoholism, emotional stress, helicobacter pylori infection and
chronic use of drugs — such as non-steroidal anti-inflammatory,
bisphosphonates and anticancer agents.”® The recommended treatment to
control gastric ulceration is to inhibit acid secretion. The antisecretory drugs,
such as proton pump inhibitors and histamine H2-receptor blocker, are widely
used with benefits, but there are many reports of adverse effects and relapse.**
On the contrary, herbal drugs, such as from Zingiber officinale and Asparagus
racemosus, can reduce the offensive factors and proved to be safe, better
patient tolerance, relatively less expensive and globally competitive.®
a-Bisabolol is an oily sesquiterpene alcohol isolated from the essential oil from
a variety of plants™® and it is widely used in dermatological formulations.
Regarding the pharmacological effects, previous studies have shown that o-
bisabolol is able to protect the gastric mucosa from ethanol-induced ulcer.? Its
antioxidant and anti-inflammatory properties are partially responsible for this
propertie.'***

In pharmaceutical concept, soft nanoparticles are usually assembled molecular
and/or macromolecular materials having z-average diameters between 50 and
300 nm.*> The oral administration of soft nanoparticles is an interesting
research field since the particles have great interaction with biological surfaces,
resulting in an increased drugs bioavailability."® It was demonstrated that the
smaller the administrated particle is, the higher the accumulation on biological
tissue is.**!® Studies have also demonstrated facilitated bioadhesion of the
nanoparticles to ulcerated tissue because the local presence of inflammation
and increased mucus production.™* In this context, the use of nanotechnology to
deliver a-bisabolol to stomach tissue appears as an interesting alternative for a

new ulcers treatment and prevention.
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Different materials, as well as butters and polymers are used to prepare these
soft nanoparticles and produce, respectively, solid lipid nanoparticles and
polymeric nanoparticles.’®!” Cocoa butter (Theobroma cacao L.) has been
used as lipid material to produce nanoparticles with excellent physical stability,

17,18,19

the so-called cocoa-theospheres. For the polymeric nanoparticles

production, poly(e-caprolactone) (PCL) is widely employed due to its
biocompatibility, biodegradability and mechanical properties.?®#

In a previous work, our research group demonstrated that blank lipid and
polymeric nanoparticles exhibited gastroprotective effect in ethanol-induced

stomach ulcer model .8

Based on this finding, the current study was designed to
investigate the benefits of adding a-bisabolol as oily component in polymeric
nanocapsules and cocoa-theospheres against ethanol and indomethacin-induced

stomach ulceration.
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Materials and methods

Preparation of the cocoa-theospheres

Cocoa-theospheres (CT) were prepared by high-pressure homogenization
technique after a pre-emulsifying step. The cocoa butter (2.0 g), sorbitan
monooleate (0.3 g), a-bisabolol (1.0 g) and capric/caprylic triglycerides (0.3 g)
were heated at 40 °C (Table 1). Separately, polysorbate 80 (0.6 g) was
dissolved in ultrapure water under magnetic stirring at 40 °C. The lipid and the
agueous phases were pre-emulsified at 13,000 rpm for 2 min using an Ultra-
turrax T25 (lka, Germany) to form the primary emulsion. Then, this emulsion
was homogenized in a high-pressure homogenizer (Panda 2K NS1001L, Niro
Soavi, Italy) with 4 cycles at 500 bar. This formulation presents 4% of soft
materials (w/v) and was called a-BCT. As a control formulation for the
gastroprotection studies, cocoa-theosphere suspension without a-bisabolol was
also prepared replacing the oil by capric/caprylic triglycerides. This
formulation was called blank-CT.

Preparation of the polymeric nanocapsules

Nanocapsules (NC) were prepared by interfacial deposition of preformed
polymer, as previously reported.?” An organic phase composed of poly(e-
caprolactone) (0.1 g), a-bisabolol (0.1 g), capric/caprylic triglyceride (0.1 g)
and sorbitan monostearate (0.038 g) were dissolved at 40 °C in acetone (24
mL) and etanol (3). Separately, polysorbate 80 (0.077 g) was dissolved in
ultrapure water (53.2 mL). Then, at magnetic stirring, the organic solution was
injected into the aqueous solution. The acetone and ethanol were eliminated
and the suspension concentrated under reduced pressure at 40 °C to a final
volume of 10 mL. This formulation presents 4% of soft materials (w/v) and
was called a-BNC. As a control formulation for the gastroprotection studies, a
nanocapsule suspension without a-bisabolol was also prepared replacing the oil
by capric/caprylic triglycerides. This formulation was called blank-NC.
Physico-chemical characterization of the formulations

pH analysis

115



The pH values of the suspensions were measured directly in samples using a
potentiometer (B474; Micronal, Sdo Paulo, Brazil) previously calibrated.
Particle size by dynamic light scattering

Measurements of z-average diameters and polydispersity index (PDI) were
performed by dynamic light scattering using a Zetasizer ZS (Malvern, UK).
The samples were diluted (1:500, v/v) in filtered ultrapure water (Millipore®,
0.45 um). To avoid particle selection, no treatment (filtration or centrifugation)
was carried out before analyses, which were made in triplicate batches.

Particle size by laser diffraction

The particle size and size distributions were determined by laser diffraction
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK). Each sample was injected
directly in the wet unit containing about 100 mL of distilled water. The mean
diameter represented by volume-weighted mean diameter (D[4,3]) were
determined. The span, a parameter to quantify distribution width, was
calculated using Equation (1).

[d(0.9)-d(0.1)]

P =4 (05)

(1)

Where d(0.1), d(0.5) and d(0.9) are the particle diameters by volume at 10%,
50% and 90% quantile.

Zeta potential analysis

Zeta potential measurements were carried out by electrophoretic mobility
technique using a Zetasizer ZS (Malvern Instruments, UK). Samples were
diluted (1:500, v/v) with 10 mmol L™ NaCl pre-filtered aqueous solution. To
avoid particle selection, no treatment (filtration or centrifugation) was carried
out before analysis. The measurements were made in triplicate batches.

HPLC quantification

The total content of a-bisabolol in the formulations was determined by HPLC
analysis (Perkin-Elmer S-200, with injector S-200, detector UV-vis, a guard-
column and a column Nova-Pak C-18, 150 mm, 4.9 mm, 4 um, Waters). a-
bisabolol quantification was carried out using a mobile phase consisted of

acetonitrile/water (85:15, v/v) adjusted to apparent pH 4.5+£0.5. Each
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suspension (100 ul) was first diluted in water (10 ml), after an aliquot (1 ml)
was treated with acetonitrile (10 ml). The HPLC method was validated
following the ICH normative (2005).

Viscosity analysis

The viscosity values of the suspensions were measured directly in samples
using a vibrational viscosimeter SV-10 (A&D Company).

Particle number density

The particle number density of formulations was determined by turbidimetry.?®
To validate the method each suspension was analyzed using a Cary 50 UV-Vis
spectrophotometer (Varian, USA) in a range obeying the Lambert-Bier Law.
No drug photon absorption occurred at the chosen wavelength (395 nm) and

turbidity = (cm™) was calculated using Equation (2).
e %m(m) <A ()

where b (cm) is the optical cell path length and A is the absorbance.
In a sufficiently diluted sample of spherical particles, r is a function of the
particle diameter d (cm), the particle number density (N) (particles cm™) and

the dimensionless quantity W, which is the extinction efficiency (Equation 3).
T= %d Zx N xW (3)

where W is a function of the type W(x,m), where x is the size parameter defined
as x=zd/4, in which A (cm) is the incident wavelength in the dispersing
medium, and the parameter m is the particle relative refractive index. At a fixed
relative refractive index, W can be obtained by Equation (4).

K x2In(10) x od
3 @

whered (cm) is the particle diameter (experimentally determined by dynamic

W =

light scattering), « (g cm™) is the particle density and K (cm? g") is the sample
extinction coefficient, which can be calculated using Equation (5).

7=In(10)x K xC (5)
where ¢ (g cm™) is the sample concentration.

In vivo ethanol induced gastric ulcers
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To evaluate in vivo gastroprotection of the formulations, male Wistar rats (n= 8
to 10) weighing about 200 g were used. Animals were submitted to a 12 hours
fasting, with free access to water. This protocol was approved by the Animal
Ethics Committee (Protocol # 18965, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Brazil).
For the ethanol ulcer model, protocol described by Raffin and co-workrs (2006)
was followed. The groups received 30 mg/Kg of a-BCT, a-BNC or the same
respective volume of saline or blank formulations (blank-CT and blank-NC)
orally 1 hour prior to the administration of ethanol (5 ml/kg, p.o.). It was also
prepared as control of free drug, an emulsion of a-bisabolol with 1% of
polysorbate 80 (a-B-Emulsion). After 2 hours of the ethanol administration, the
animals were sacrificed and the stomachs were removed, opened along the
greater curvature and the lesions measured. Ulcer indexes (Ul) were calculated
according Equation (6).%

Ul=10/x (6)
where X is the total mucosal area divided by the total ulcerated area.
In vivo indomethacin induced gastric ulcers
For in vivo evaluation, male Wistar rats (n= 8 to 10) weighing about 200 g were
used. Previously to the beginning of the experiment, animals were submitted to
a 12 hours fasting, with free access to water. Then, the animals received 30
mg/Kg of a-BCT or a-BNC and the same respective volume of saline, a-B-
Emulsion or blank formulations (blank-CT and blank-NC) orally 1 hour prior
to the administration of indomethacin (30 mg/kg in 2% of NaCOs, p.o.). After
6 hours of indomethacin administration, the animals were sacrificed and the
stomachs were removed, opened along the greater curvature and the lesions
measured. The ulcers were classified in a grade of 0 to 4 according Al-Harbi
and co-workers (0= no ulceration, 1= ulceration points, 2= small ulcers until
2.5 mm, 3= ulcers until 4 mm and 4= ulcers bigger than 4 mm).*>?°
SEM analysis of the gastric tissue
After the in vivo experiment, samples of gastric tissue were collected and fixed

by 2.5% glutaraldehyde according to the electron microscopy procedure. Then,
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the samples were submitted to ethanol dehydration and acetone transition.
Critical point drying was carried out on a Balzers CPD030. The samples were
fixed on aluminum stubs and sputtered with gold alloy (Balzers SCD050). The
samples were imaged on a JEOL JSM 6060 field emission SEM at 5 KV
(Centro de Microscopia Eletronica, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul).

Histological analysis of the gastric tissue

Fragments of gastric tissue were also collected to histological analysis. For this,
the tissue samples were fixed by 10% buffered formalin and dehydrated in
ethanol with crescent concentrations (70% up to the absolute ethanol). Then,
the samples were diafanizated in xylene and included in histologic paraffin.
The blocks were cut at 7um of thickness and the samples were stained with
Hematoxylin and Eosin (HE) and Periodic Acid-Schiff (PAS). Six cuts of each
sample were prepared for the analysis.

Mucoadhesive property of formulations

The samples (a-BNC, o-BCT and o-B-Emulsion) were subjected to
washability measurements by a modified Franz diffusion cell (12mm),
containing an input and an output in the donor compartment, for the washing
liquid (water: ethanol 1:1). In the present work, stomach mucosa was used as
membrane. The input was linked to a peristaltic pump (Miniplus 3, Gilson)
working at 1.0 mL min™. Each sample (30 pl) was spread on stomach mucosa,
and after 10 minutes, the media was fluxed at (37°C) over the sample to
simulate the removal action of stomach fluid. The washing liquid was collected
in different microtubes, filling one microtube each 2 minutes up to 16 minutes
and obtaining 8 fractions. The samples were then assayed using HPLC method
for a-bisabolol quantification.

Statistical analysis

Multiple comparisons were performed using one-way ANOVA and Tukey as
post-hoc test at the probability level of 0.05 using Graph Pad Prism 5.0
Software. The in vivo data are shown as mean values * standard error mean
(SEM).
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Results
Characterization of nanoparticles formulations

All formulations were macroscopically homogeneous bluish-white opalescent
liquids. The analysis by laser diffratometry showed that median diameters by
number [d(0.5)n] were below 120 nm for all formulations, and the volume-
weighted mean diameters (D[4,3]) were close to 150 nm for cocoa-theospheres
and 200 nm for polymeric nanocapsules. The samples presented lower SPAN
value (Table 1), indicating homogeneous systems. According to the dynamic
light scattering technique, all formulations had average particle sizes below 200
nm (Table 2). The suspensions presented monomodal size distributions in
nanoscopic range and lower PDI values, indicating narrow particle size
distributions, corroborating the laser diffratometry data. Zeta potential values
ranged from -7.7 to -11.2 mV, indicating that the inclusion of a-bisabolol led to

minor alterations in the electric potential of the nanocarriers (Table 2).

Table 1 Particle size by laser diffraction

: D[4,3]
Formulations  D(0,5)n Span
(nm)
(nm)
97+1 1.54+0.1
Blank-NC 194+5
7 6
118+ 1.62+0.1
a-BNC 216+3
9 0
Blank -CT 865 15749 1.5+0.04
148+1 1.13+0.0
a-BCT 95+7

7

Abbreviations: [d(0.5)n], number median diameter; (D[4,3]), volume-weighted
mean diameter. Blank-NC, blank polymeric nanocapsules; a-BNC polymeric
nanocapsules containing a-bisabolol; blank-CT, blank cocoa-theospheres a-

BCT, and cocoa-theospheres containing a-bisabolol.
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Table 2 Particle size by dynamic light scattering

Formulations Mean PDI ¢ Potential
size (mV)
(nm)

Blank -NC 193 +5 0.069 + 0.02 -11.2+£0.9

o-BNC 1775 0.096 + 0.05 S1.7+2.7

Blank -CT 139+ 4 0.118 + 0.02 -10.4+ 2.0

o-BCT 136+ 6 0.118 + 0.03 -10.3x 1.4

Abbreviations: PDI (polydispersity index). Blank-NC, blank polymeric
nanocapsules; a-BNC polymeric nanocapsules containing a-bisabolol; blank-
CT, blank cocoa-theospheres a-BCT, and cocoa-theospheres containing o.-

bisabolol.

For all formulations, the pH values were slightly acid, close to neutral. The
viscosity was also measured, since formulations with different viscosities may
result in a different tissue coating.”” As a result, no significant differences were
observed in terms of viscosity for the formulations prepared with the different
materials (cocoa-butter and polymer).

The a-bisabolol contents were close to 10 mg.mL™ for nanocapsule and
theosphere formulations (Table 3). The CT formulations presented particle

number density values slightly higher than polymer formulations.
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Table 3 Physicochemical characterization of formulations

) Viscosity ~ Drug content PND
Formulations pH L ) )
(mPa.s™) (mg.mL"™) Particles cm
Blank-NC 6.21+05 1.13+0.06 - 6.9 x 10*2
a-BNC 6.03+0,49 1.03+0.02  10.12 +0.04 4.5 x 10*2
Blank-CT  6.9+0,38  1.09+ 0.02 - 8.6 x 10*2
a-BCT 7.11+0,05 1.16+0.05  10.17 +0.08 12.7 x 10*

Abbreviations: PND, particle number density. Blank-NC, blank polymeric
nanocapsules; a-BNC polymeric nanocapsules containing o-bisabolol; blank-
CT, blank cocoa-theospheres o-BCT, and cocoa-theospheres containing o.-

bisabolol.

Prevention of gastric ulcers induced by ethanol or indomethacin

As mentioned previously, the present study was designed to investigate the role
of nanoencapsulation in NC and CT in improving the protective properties of
a-bisabolol against ethanol and indomethacin-induced stomach ulceration.
Thus, NC and CT containing and omitting a-bisabolol were also prepared.
Figure 1 shows that the pretreatment with a-BCT (0.11 £ 0.02) resulted in a
decrease of ulcer index, being significantly lower than that observed for the
saline group (0.87 = 0.05) (p < 0.001) and blank-CT group (p < 0.01).
Pretreatment with a-BNC (0.29 + 0.09) significantly reduced the ulcer index
relative to the saline ulcer group (p < 0.001). The blank-NC pretreatment
presented an ulcer index reduction (0.37 = 0.04) being significantly (p < 0.001)
lower than that of the saline group, but significantly equal from a-BNC. The
pretreatments with blank-CT formulation (0.68 + 0.08) and a-B-Emulsion

(0.89 £ 0.12) were not able to reduce the ulcer index.
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Figure 1 Gastroprotective effect of formulations on ethanol-induced ulcer. o-B
-emulsion, NC and CT (30 mg.kg™).The values are represented as means +
S.E.M. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons
(Tukey test). Notes: ***Significantly different from the control group (p <
0.001). *Significantly different from the o-B -emulsion group (p < 0.001).
&Significantly different from the blank CT (p < 0.01).

Abbreviation: a-BNC, blank-NC: a—bisabolol and blank polymeric
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; o-

B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.
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Figure 2 Visual stomach evaluation. Results showed that rats pretreated orally
with (D and F), a-BNC and o-BCT at 30 mg/kg had considerably reduced
areas of gastric ulcer formation compared with (A) rats pretreated with saline
(the ulcer control group) and with (B) a-B-Emulsion on the ethanol-induced
ulcers. (C and E) Effect of blank-NC and blank-CT, respectively, at the dose of
30 mg/kg. Abbreviation: a-BNC, blank-NC: a—bisabolol and blank polymeric
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; o.-

B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.

Ulcer formation can be induced by a non-steroidal anti-inflammatory agent, as
indomethacin, by a systemic pathway. For this reason, a protocol of
indomethacin induced ulcer was also tested. Figure 3 presents the results of
formulations in vivo evaluation of formulations in the indomethacin-induced
ulcers protocol. The pretreatment with o-BCT (37.33% 1.30) resulted in a

decrease of ulcer index, being significantly lower than that of saline group
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(58.14 £ 2.75) (p < 0.001) and blank-CT group (p < 0.05). Pretreatment with o-
BNC (31.33 + 1.64) significantly reduced the area of the ulcer formed relative
to the control ulcer group (p < 0.001). The blank- NC pretreatment presented a
slight ulcer index reduction (45.33 = 3.55) being significantly (p < 0.05) lower
than that of the control group. The pretreatments with blank-CT formulation
(48.14+ 2.35) and a—B—Emulsion (65.40 + 2.65) were not able to significantly

reduce the ulcer index in comparison with saline control group.

80+

o
T
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i

Figure 3 Gastroprotective effect of formulations on indomethacin-induced
ulcer.

a-B -emulsion, LNC and CT (30 mg.kg™).The values are represented as means
+ S.E.M. Data were analyzed by ANOVA followed by post-hoc comparisons
(Tukey test).

Notes: ***Significantly different from the control group (p < 0.001).
*Significantly different from the control group (p < 0.05). *Significantly
different from the o-B-Emulsion group (p < 0.001). *Significantly different
from the blank-LNC (p < 0.01). 4Significantly different from the blank-CT (p
< 0.05).

Abbreviation: a-BNC, blank-NC: a—bisabolol and blank polymeric
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; o-

B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.
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SEM analysis of the gastric tissue

Figure 4 shows the stomach tissues after ethanol-induced ulcers observed using
a scanning electron microscope. In Figure 4A it is possible to visualize a
healthy rat gastric mucosal surface epithelial cells. Figure 4B, 4D and 4F
represent a stomach that received saline solution, blank-NC and blank-CT
pretreatments respectively. After a-BNC and o-BCT pretreatments (E and G,
respectively) a film formation could be observed. In comparison with the
coatings promoted by blank formulations, it was observed that a-bisabolol
nanoparticles (E and G) are capable to form a more homogenous coating over
the mucosa, resulting in the maintenance of original mucosa architecture even
under an ethanol administration. The a-B-Emulsion pretreatment (C) resulted
in a partial protection of original mucosa structures. The set of results indicates
a combined effect of a-bisabolol and nanoparticles in tissue protection,
represented by a-BCT and a-BNC.
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Figure 4 Rat gastric mucosal surface epithelial cells by scanning electron
microscope after the ethanol-induced gastric ulcer. (A) Healthy rat gastric
mucosal surface (B) after the saline administration (D) after the treatment with
blank-NC and (F) blank-CT. a-BNC and a-BCT pretreatments (E and G,
respectively). a-B-Emulsion pretreatment (C).

Abbreviation: «-BNC, blank-NC: o-—bisabolol and blank-lipid-core
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; o-
B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.

Figure 5 shows the results of indomethacin-induced ulcer model. In this
protocol, the administration of blank-NC (D), blank-CT (F) and a-B-Emulsion
(C) result in partial protection of mucosa, whereas the a-BNC and a-BCT (E

and G, respectively) pretreatment show a homogenous and cohesive coating, as
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previously observed in the ethanol protocols. Polymeric nanocapsules and
cocoa-theospheres containing o-bisabolol are capable to prevent the
indomethacin-induced process of ulceration, which includes the inhibition of
synthesis of mucus. These results corroborate the results of ulcer index for in
vivo ethanol and indomethacin-induced ulcer models.

Figure 5 Rat gastric mucosal surface epithelial cells by scanning electron
microscope after the indomethacin-induced gastric ulcer. (A) Healthy rat
gastric mucosal surface (B) after the saline administration (D) after the
treatment with blank-NC and (F) blank-CT. a-BNC and o-BCT pretreatments
(E and G, respectively). a-B-Emulsion pretreatment (C).

Abbreviation: o-BNC, blank-NC: a-bisabolol and blank lipid-core
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; a-

B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.
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Histological analysis of the gastric tissue

The histological aspect of the gastric mucosa epithelium is shown in Figure 6.
Photomicrograph of ethanol induced ulcer to rats which received saline
pretreatment (A1), showed many gastric mucosa hemorrhagic lesions, mucosa
damage and cell infiltration. Pretreatment with a-B-Emulsion (B1) was not able
to prevent the injury and it is possible to observe moderate mucosa damage and
inflammatory exudate. The administration of blank-NC (C1) results in
hemorrhagic lesions, cell infiltration and edema; while blank-CT
administration (D1) results in partial protection of mucosa with presence of
edema and mucosal damage. Absence of hemorrhage, less infiltration and less
edema were observed in the rat gastric mucosa after a-BNC and o-BCT (E1
and F1, respectively) pretreatment. These treatments provided similar
photomicrograph aspects than that observed for healthy gastric mucosa (G1 and
G2). Furthermore, a protection against histopathological changes caused by
ethanol administration was observed after the pretreatment with both o-
bisabolol nanocarriers. The pretreatment with a-BNC and o-BCT were able to
prevent the disruption of polysaccharides of mucosa, protecting the mucous
layer (E2 and F2).
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Figure 6 Histological evaluations of formulations on ethanol (EtOH) induced
gastric lesions in rats (Hematoxylin and Eosin (1) and PAS (2), average
increase). (Al) Photomicrograph of EtOH induced rats which received saline
showing damaged gastric mucosa. (B1) Photomicrograph shows that the
pretreatment with a-B-Emulsion was not able to prevent the injury. The
administration of blank-NC (C1) also result in mucosal damage while blank-
CT administration (D1) result in partial protection of mucosa. The
photomicrographs of «-BNC and o-BCT (E1 and F1, respectively)
pretreatment show the similar profile that the healthy gastric mucosa (G1 and
G2).

PAS staining for the evaluation of mucus production shown in A2, B2, C2, D2,
E2, F2 and G2.

Abbreviation: o-BNC, blank-NC: a-bisabolol and blank lipid-core
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; a-
B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.

The histological analysis of gastric mucosa epithelium after the indomethacin-
induced ulcer is presented in Figure 7. In this induction model, no evidence of
hemorrhage and low index of cell infiltration and edema were observed in rat
gastric mucosa (Al, Bl, C1, D1, E1 and F1). The assessment of mucus
production shows that the pretreatment with nanoparticle formulations
containing a-bisabolol resulted in expansion of a substantial PAS-positive

mucous layer.
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Figure 7 Histological evaluations of formulations on indomethacin induced
gastric lesions in rats (Hematoxylin and Eosin (1) and PAS (2), average
increase). (Al) Photomicrograph of saline pretreated group. (B1) Pretreatment
with a-B-Emulsion photomicrography. Blank-NC administration (C1) and
blank-CT administration (D1). Treatment with a-BNC (E1) and o-BCT (F1).
Healthy gastric mucosa (G1 and G2).

PAS staining for the evaluation of mucous layer shown in A2, B2, C2, D2, E2,
F2 and G2. The pretreatments with a-BNC and o-BCT present in PAS
staining (E2 and F2, respectively) an increase in the mucus production.
Abbreviation: «o-BNC, blank-NC: o-bisabolol and blank lipid-core
nanocapsules; a-BCT, blank-CT: a—bisabolol and blank cocoa-theospheres; a-
B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.

Mucoadhesive property of formulations

The retention profiles of the a-bisabolol nanoparticle formulations or o-
bisabolol emulsion (a-BNC, a-BCT and a-B-Emulsion) are presented in
Figure 8. The results showed that the nanoveiculation cause a significant
increase of a-bisabolol retention on the mucosal tissue (p<0.001, ANOVA,
Tukey test) after 16 minute of tissue wash. No differences were observed
between the o-bisabolol retention conferred by both nanoparticles. At the end
of the experiment, the polymeric nanocapsules are able to allow that 91.8% of
a-bisabolol amount remain on the membrane tissue. The cocoa-theospheres
application result in 91.9% of a-bisabolol retention on the membrane, while the

emulsion application result in 78.6% of drug retention.
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Figure 8 a-bisabolol retention, in nanoparticle formulations (a-BNC, a-BCT)
and emulsion (a-B-Emulsion), over stomach porcine mucosal subjected to
washing. The values are represented as means=S.E.M. Data were analyzed by
ANOVA followed by post-hoc comparisons (Tukey test).

Abbreviation: o-BNC: o-—bisabolol lipid-core nanocapsules; o-BCT:
o—bisabolol cocoa-theospheres; a-B-Emulsion: a—bisabolol emulsion.
Discussion

The results showed than cocoa-theospheres formulations presented particle
number density values slightly higher than polymer formulations. This increase
can be explained due to difference of the average particle size between
formulations.

The gastroprotective effect of blank-NC prepared at 4% (w/v) was already
descripted in previously work of our research group™ with similar ulcer
indexes. Bueno and co-workers (2013) evaluated the gastroprotective effect of
empty nanocapsules and cocoa-theospheres prepared at two different
concentrations of soft materials: 4% and 12% (w/v), and showed that the
nanocapsules prepared with 12% presented the lowest ulcer indexes.

In the present work, only nanoparticle formulations with 4% of soft materials

were prepared. The results demonstrated that cocoa-theospheres containing o-
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bisabolol were effective in preventing gastric ulceration than their respective
blank formulation (Figure 1).

Ethanol is a direct contact ulcer agent and the ulcers occur mainly by an
increase of permeability and a disruption in mucus barrier.? Figure 2 shows the
aspect of stomachs after the treatments with saline, a-BCT, blank-CT, a-BNC,
blank-NC and a-B-Emulsion. The gastric mucosa is a major and the first line of
defense, protecting the stomach from external and internal necrotizing agents.?
Previously works showed that nanoparticles can form a film over the mucosa
layer, acting as protective physical barrier.*® ! Our results indicate that the
formulations can partly prevent the contact of ethanol with the mucus,
protecting the stomach mucosa from the gastric secretions. Moreover, the
retention drug assay suggests that the better gastroprotection effect of the
nanoparticles can be partially explained by their increased mucoadhesion. The
higher mucoadhesivity of nanoparticles to the gastric mucosa ensures longer
drug residence time in the tissue, local where it develops the main action.
Besides, the free a-bisabolol pretreatment resulted in a partial protection of
original mucosa structures, suggesting that o-bisabolol also has a mucosal
protective effect, independent of its nanoencapsulation.

Endogenous mechanisms can protect the gastric mucosa against various agents
by free radicals neutralization, such as those resulting from the action of

ethanol.*

The gastroprotective effect of a-bisabolol is probably related to an
antioxidant and an anti-inflammatory property, as previously observed by
Rocha and co-workers (2010). Presumably a-bisabolol was able to prevent the
increase of malondialdehyde, enhance the SOD activity (superoxide dismutase
enzyme), besides decrease neutrophil migration to mucosa.™

The gastroprotective activity of a-bisabolol has already been determined using
an ethanol-induced ulcers model at the doses of 100 and 200 mg.kg™.°
However, there are no studies that reported the a-bisabolol activity upon
indomethacin-induced ulcers. It was largely accepted that the gastric ulcer
production by indomethacin is due to the inhibition of the cytoprotective

prostaglandins synthesized by COX-1 and COX-2 in the stomach tissue.®
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Thus, a-bisabolol absorption it is necessary, at least partly, to provide a
prevention of the mechanism of ulceration. Therefore, the present work
demonstrated that nanocapsules and cocoa-theospheres are able to carrier,
protect against degradation and deliver a-bisabolol.

According to the literature, nanoscale dimensions favor particles transport

across the mucosal epithelium.®* -

In the present study, drug
nanoencapsulation enable a dose reduction to 30 mg.kg™ in comparison with
Rocha and co-worker evaluations, which obtained an efficient therapy from a
concentration of 100 and 200 mg.kg™. Also, two different nanoparticles
formulation, produced with different constituents (polymer or butter), were
compared and both were capable to protect the gastric mucosa against lesion
formation and o-bisabolol nanoparticles reduced the ulceration process in
ethanol and indomethacin-induced ulcers protocols.

The assessment of mucus production shows that only the pretreatment with
nanoparticle formulations containing a-bisabolol resulted in expansion of a
substantial PAS-positive mucous layer, suggesting that for the indomethacin-
induced ulcer model, the a-bisabolol nanoparticles are able to prevent the ulcer
formation by inducing the synthesis of polysaccharides in the gastric mucosa.
Recently, it has been shown that ROS possess an important role in the
pathogenesis of mucosal damages caused by indomethacin, ethanol and other
agents besides the inhibition of COX enzymes.*> ** % Since the antioxidant
and anti-inflammatory properties of a-bisabolol play an important role in its
gastroprotective effect, the results suggest that nanoparticles containing this
drug enables a longer contact with de mucosa, so it can exert cytoprotective

effect preventing gastric ulcer formation, predominantly by its antioxidant

property.
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Conclusion

Lipid-core nanocapsules and cocoa-theospheres are promising oral drug
carriers for a-bisabolol. The formulations showed narrow size distribution and
negative zeta potential values. The ulceration process induced by ethanol and
indomethacin administration was not significantly prevented in the animals
treated with an a-bisabolol-emulsion in the same dose that nanoparticle
suspensions. Nanocapsules and cocoa-theospheres containing a-bisabolol were
employed as oral pretreatment and presented significant gastroprotective
activity in both induced-ulcer models. The nanoencapsulation enables a dose
reduction of drug; therefore, carriers in the nanoscale prepared with
biocompatible polymers or lipids are a promising technology for development
of oral drug delivery system. Besides, these colloidal carriers represent an

interesting strategy for gastric protection against ulcers induction factors.
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5.CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho foi possivel tracar um comparativo do perfil fisico-
quimico e bioldgico entre dois tipos de nanoparticulas contendo a-bisabolol:
poliméricas e lipidicas. Todas essas formulacfes apresentaram distribuicao
de particulas nanométricas e caracteristicas fisico-quimicas estruturais
bastante similares (diametro médio, potencial zeta, pH e viscosidade).

As nanocdapsulas poliméricas desenvolvidas apresentaram controle da
liberacdo do a-bisabolol quando continham os triglicerideos do &cido caprico
e caprilico na composicdo do nucleo da particula. Com a finalidade de melhor
entender esse comportamento, foi realizado o estudo de calorimetria
exploratdria diferencial. Este estudo demonstrou haver uma interagéo
quimica entre as os 06leos, interacdo esta que pode ser responsavel pelo
controle da cedéncia do a-bisabolol. De forma complementar, o estudo do
gradiente de densidade evidenciou que a insergcdo do a-bisabolol no nucleo
oleoso acarreta em modificacdo da densidade das particulas. A diminuicao
na densidade das formulagdes ocorreu por estreitamento das bandas com o
aumento do a-bisabolol na composicdo das mesmas, e pode sugerir que haja
formacdo de um ndcleo diferenciado nas nanoparticulas (diferente daquele
apresentado pelas nanocépsulas de nucleo lipidico).

Através de uma analise dos perfis de liberagdo do a-bisabolol a partir
do ensaio de dialise observou-se que as formulagbes de carreadores lipidicos
nanoestruturados apresentaram um maior controle de liberacdo quando
comparadas com as nanocapsulas poliméricas. A partir da correlagdo entre
os tempos de meia vida de cada formulagcdo com sua respectiva composicao
lipidica pode-se verificar que o conteudo lipidico na formulagcdo (como a
manteiga de cacau e os triglicerideos) € responsavel pelo controle da
liberagao do a-bisabolol.

O estudo de permeacdo cutanea em pele suina ndo demonstrou
diferencas entre as duas estruturas testadas (nanocapsula e carreador
lipidico) quando os niveis de a-bisabolol na derme sdo comparados. No

entanto, os carreadores lipidicos nanoestruturados possibilitaram uma maior
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retencdo do oa-bisabolol no estrato cérneo, enquanto que as nanocapsulas
poliméricas possibilitaram maior quantificacdo deste na epiderme quando
comprados com a emulsdo de a-bisabolol ndo nanométrica. A comparacao
com os niveis de a-bisabolol encontrados na derme a partir da a-Bemulsao
concluiu que ambas nanoparticulas possibilitaram uma penetracdo/cedéncia
mais lenta, enquanto a formulacéo de oa-bisabolol emulsionado disponibilizou
uma maior quantidade do mesmo no mesmo intervalo de tempo. Uma
liberacdo controlada torna-se interessante pois possibilita a manutencéo dos
niveis de ativo durante um periodo de tempo maior. Uma vez que ambas
estrutras permitiram um depdsito de quantidades bastante semelhantes de a-
bisabolol na derme, mesmo apresentando perfis de liberacdo diferentes, além
de terem apresentado um perfil diferente da o-Bemulsdo no estrato cérneo
(a-BCT10) e na derme (a-BNC10), pode-se sugerir que parte das particulas
permeem integras. A permeacado dos carreadores através do estrato corneo
ja foi demonstrada pelo nosso grupo de pesquisa, de forma que
nanocapsulas de nucleo composto por triglicerideos do acido caprico e
caprilico com monoestearato de sorbitano - de comportamento mais rigido
devido ao aumento de viscosidade do nucleo - ficaram retidas na epiderme,
enguanto que as nanocapsulas sem monoestearato de sorbitano no nucleo -
de comportamento mais flexivel -permearam até a derme. No presente
trabalho, as formulagbes avaliadas quanto a sua permeacgéo (a-BNC10 e a-
BCT10) apresentavam uma mistura de TCM e a-bisabolol no nicleo, além do
monoestearato de sorbitano. No entanto, sugere-se que ambas foram
capazes de penetrar até a derme. Isso pode ser devido a uma obtencéo de
um nucleo diferenciado, de forma que a inser¢do do a-bisabolol possa evitar
0 aumento da viscosidade do nuacleo, o que poderia explicar a possivel
permeacdo de ambas até a derme.

Através do ensaio de HET-CAM foi possivel determinar o potencial de
irritacdo das formulagdes testadas (a-BNC10, a-BCT10 e a-Bemulséo).
Todas as formula¢gBes se mostraram adequadas para aplicacdo topica, sendo
classificadas como nao-irritantes.

A avaliagdo do efeito citotoxico do o-bisabolol sobre células de

melanoma ja esta relatado na literatura, de forma que este trabalho buscou
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avaliar o efeito da nanoencapsulacdo do mesmo sobre esta toxicidade.
Nesse sentido, elegeu-se a formulacdo de nanocapsulas poliméricas uma vez
gue apresentaram perfil de permeacéo mais adequando para o tratamento do
melanoma (deposicdo nas camadas epiderme e derme). A avaliacdo da
citotoxicidade demonstrou que a nanoencapsulacdo promoveu aumento do
efeito citotoxico, reduzindo o valor de ICsy calculado a metade. Ainda, uma
vez que a avaliacdo da captagdo celular demonstrou que as nanocapsulas
estavam presentes no interior das células (através de microscopia e
citometria de fluxo), pode-se sugerir que a nanoencapsulacéo possibilita uma
vetorizagdo do a-bisabolol melhor e possivelmente mais rapida para o interior
da célula, do que a caminho tradicional através dos rafts lipidicos.

Dessa forma, os resultados indicam, a partir da correlacdo da
estruturacdo de formulacdo, tempo de meia vida de liberacdo e eficacia in
vitro, que a nanoestruturacdo do sistema é fundamental. Quando comparado
o tempo de meia vida no ensaio de liberagcdo da formulacdo livre com a
formulacéo de nanocapsulas contendo 16 mg/mL, ndo observou-se diferenca
significativa. Contudo, esse resultado nao refletiu igualdade para o ensaio in
vitro de viabilidade celular, no qual a eficacia da formulacdo
nanoencapsulada foi superior a formulacéo livre. Esse resultado sugere que a
nanoestruturagcdo do a-bisabolol confere uma maior eficacia provavelmente
por melhor internalizacao da formulacdo nas células.

Adicionalmente, para as formula¢des nanotecnoldgicas, ainda parece
haver uma influéncia da liberacdo da susbtancia, pois a formulacdo a-BNC16
apresentou eficacia muito superior ao livre na morte de células de glioma, do
que a formulacdo a-BNC10 sobre as células de melanoma. Contudo, para
afirmar essa influéncia ainda seria necessaria uma avaliacdo das atividades
das diferentes formulagées sobre uma mesma linhagem tumoral.

Outra atividade biolégica para as formulacdes contendo a-bisabolol
que revelou resultado muito interessante foi a prevencédo de ulceracdo
estomacal. Quando avaliada a eficacia da formulagéo livre na prevencao de
formacao de ulceras induzidas por indometacina (concentracdo de 10 mg/mL)
versus as formulagcbes nanoestruturadas (lipidica e polimérica) na

concentracdo de 10 mg/mL, novamente pode-se observar um melhor

147



desempenho para o a-bisabolol nanoveiculado. Esse dado corrobora os
dados do experimento in vitro com células de glioma e melanoma indicando a
necessidade da nanoestruturagdo para uma maior eficacia do a-bisabolol.

Embora um trabalho anterior ja tenha demonstrado que nanoparticulas
lipidicas e nanocapsulas poliméricas sejam capazes de conferir protecao
frente a ulceracdo por etanol (Bueno et al.,, 2013), o presente trabalho
apontou uma protecao ainda maior quando essas formula¢cdes contém o a-
bisabolol na sua constituicAo. Além disso, no presente trabalho foi
demonstrada a capacidade de protecédo das formulacfes frente uma inducéo
de ulceracdo por indometacina. Esse resultado aponta uma possivel acao
sistémica desempenhada pelas nanoparticulas de a-bisabolol somada a
protecdo mecanica (inferida a partir do teste de inducdo de ulceracdo por
etanol).

O conjunto dos resultados indica que o perfil de liberacdo do a-
bisabolol nas diferentes formulacfes pode interferir na eficacia final da
formulacéo, porém néo de forma determinante. Com base nos dados obtidos
a partir dos 3 capitulos desenvolvidos fica evidente que a nanoveiculagcédo do
a-bisabolol é o fator determinante para a diferenciacao na eficacia do produto

final.
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6. PERSPECTIVAS

Avaliacdo da interacdo entre o a-bisabolol, triglicerideos do acido
caprico e caprilico e manteiga de cacau por calorimetria exploratoria
diferencial.

Avaliacdo do grau de flexibilidade das nanocapsulas poliméricas e
carreadores lipidicos nanoestruturados através de microscopia de forca

atomica.
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