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RESUMO

Os carotenoides sdo compostos naturais, amplamente estudados por suas
atividades bioldgicas. Haematococcus pluvialis € uma microalga
pertencente a classe Chlorophyceae conhecida por sintetizar e acumular
grandes quantidades de carotenoides, principalmente astaxantina. Tal
composto é um poderoso agente fotoprotetor contra os efeitos deletérios
decorrentes da exposicdo a radiacdo UV. Entretanto, o uso tdpico de
carotenoides contra o0s processos fotodegradativos possui certas
limitacGes devido a baixa estabilidade e biodisponibilidade inerentes a
estes compostos. Assim, o presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento de suspensfes coloidais de nanocapsulas poliméricas
contendo uma solucdo extrativa de H. pluvialis, visando a obtencéo de
uma formulacdo farmacéutica de uso topico cutdneo que permita o
aumento da estabilidade e eficacia terapéutica dos carotenoides. A
solucdo extrativa foi obtida a partir da biomassa de H. pluvialis por um
método de ruptura celular seguida por extracdo com solventes. As
suspensGes de nanocapsulas foram preparadas pela técnica da
nanoprecipitacdo com os polimeros PCL e PLGA e a incorporacdo de
diferentes concentra¢des de solucéo extrativa foi avaliada. Dentre elas, a
formulagdo preparada com o polimero PLGA contendo 15 mL de
solucdo extrativa (PLGA-SE;5) mostrou-se a mais estavel, apresentando
altos teores de carotenoides totais e astaxantina, com uma eficiéncia de
encapsulacdo de astaxantina superior a 98%. Essa formulagcdo exibiu
uma atividade antioxidante pelo ensaio do radical DPPH cerca de 9
vezes maior que a encontrada para o acido ascorbico, utilizado como
controle positivo, demonstrando o seu potencial biolégico contra o
estresse oxidativo. Hidrogeis termossensiveis de poloxamer 407 foram
preparados e caracterizados com a formulacdo PLGA-SE;s, 0s quais
exibiram uma estabilidade satisfatoria frente a separacdo de fases. Os
ensaios de liberacdo in vitro dos carotenoides totais demonstraram um
perfil de liberacdo controlado com cinética de ordem zero para o
hidrogel preparado com a formulacdo PLGA-SE;s, apresentando um
percentual liberado de aproximadamente 50% apds as 72 horas de
experimento. Assim, a suspensdo de nanocédpsulas contendo
carotenoides da microalga Haematococcus pluvialis, juntamente com o
hidrogel preparado com essa formulagdo, mostrou ser uma estratégia
promissora para obtencdo de um produto de uso topico cutaneo, visando
as atividades fotoprotetora e a quimiopreventiva.

Palavras-chave: Astaxantina. Atividade antioxidante. Fotoprotecéo.
Hidrogeis termossensiveis. Sistemas de liberacdo de farmacos.






ABSTRACT

Carotenoids are natural compounds, widely studied by their biological
activities. Haematococcus pluvialis is a microalgae belonging to the
class Chlorophyceae known for synthesizing and accumulating large
amounts of carotenoids, mostly astaxanthin. Such compound is a
powerful photoprotective agent against deleterious effects resulting from
UV radiation exposure. Nevertheless, topical administration of
carotenoids against photodegradation processes has some limitations
due to its inherent low stability and bioavailability. Therefore, the main
purpose of the present work was to develop colloidal suspensions of
polymeric nanocapsules containing an extractive solution from H.
pluvialis, aiming to obtain a pharmaceutical formulation for topical
cutaneous application, which provides an improvement in carotenoids’
stability and therapeutic efficacy. The extractive solution was obtained
from H. pluvialis biomass by a cell rupture method followed by solvent
extraction. Nanocapsules suspensions were prepared by the
nanoprecipitation technique with PCL and PLGA polymers, and the
incorporation of different concentrations of extractive solution was
evaluated. Among them, nanocapsules suspension prepared with PLGA
containing 15 mL of the extractive solution (PLGA-SE;s) exhibited
higher stability, showing an elevated total carotenoid and astaxanthin
content, with an astaxanthin encapsulation efficiency superior than 98%.
This formulation displayed an antioxidant activity by the DPPH radical
assay about 9 times higher than that found for ascorbic acid, which was
used as a positive control, demonstrating its biological potential against
oxidative stress. Thermosensitive poloxamer 407 hydrogels were
prepared and characterized with the nanocapsules formulation PLGA-
SE;s5, which exhibited a satisfactory stability against phase separation
phenomena. In vitro release experiments of total carotenoids
demonstrated a controlled release profile with zero order Kinetics for the
hydrogel prepared with the formulation PLGA-SEjs, presenting a
released percentage of approximately 50% after 72 hours of experiment.
In view of that, the nanocapsules suspension containing carotenoids
from Haematococcus pluvialis, jointly with the hydrogel prepared with
this formulation, demonstrate to be a promising strategy to obtain a
topical cutaneous product, aiming at photoprotective and
chemopreventive activities.

Keywords: Astaxanthin. Antioxidant activity. Photoprotection.
Thermosensitive hydrogels. Drug delivery systems.
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1 INTRODUCAO

A pele é um érgdo metabolicamente ativo e apresenta-se como a
principal barreira contra a perda de substdncias enddgenas e a
penetracdo de agentes externos no corpo humano (BOUWSTRA, 1997;
BOLZINGER et al., 2012). Por constituir uma interface com o meio
ambiente, a pele é considerada um 6rgéo alvo de fatores externos como
a radiacdo ultravioleta, ozonio, radiacdo ionizante e varios compostos
quimicos toxicos. A radiacdo ultravioleta (UV) é considerada um fator
etiolégico primordial para muitas doencas de pele, sendo a exposi¢do
crbnica a luz solar desde a infancia a principal causa de cancer de pele
relatada (ICHIHASHI et al., 2003; SANTIS, 2008). Os raios UVA e
UVB sdo responsaveis por diversas reages de fotossensibilizacdo
enddgena e danos diretos e indiretos ao DNA, causando a exaustdo do
sistema de defesa antioxidante dos fibroblastos e um desequilibrio no
redox intracelular. Consequentemente, a exposi¢do crénica a radiacdo
ultravioleta pode levar a reacoes imunossupressoras,
fotoenvelhecimento e, por fim, a fotocarcinogénese (VERSCHOOTEN
et al., 2006; CAMERA et al., 2008; SUGANUMA et al., 2010).

A pele possui um sistema complexo de defesa, englobando
componentes antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos. Quando este
sistema de defesa esta sobrecarregado ou esgotado, em decorréncia de
excessivos danos celulares, o emprego de métodos alternativos de
protecdo torna-se necessério. Dentre eles, podemos citar a reposi¢do de
moléculas enddgenas, bem como de substancias que irdo aumentar
direta ou indiretamente 0s niveis enddgenos dos antioxidantes
(GUARATINI et al., 2007).

Atualmente, ha um interesse crescente em compostos
biologicamente ativos derivados de recursos naturais, especialmente 0s
gue podem atuar efetivamente em alvos moleculares envolvidos em
vérias doencas (AMBATI et al., 2014). Os carotenoides constituem o
mais amplo grupo de pigmentos na natureza, abrangendo mais de 700
substancias ja isoladas e caracterizadas. Tais compostos sdo moléculas
lipofilicas e estdo presentes em todos os organismos fotossintéticos,
sendo produzidos como metabdlito secundario de vegetais, algas, fungos
e algumas bactérias (BRITTON, 1995; ZAGHDOUDI et al., 2015). Nas
GUltimas décadas, estudos epidemioldgicos evidenciaram que dietas com
altas doses de carotenoides estdo correlacionadas com a diminuicdo de
uma série de desordens degenerativas e esses efeitos bioldgicos tém sido
atribuidos as propriedades antioxidantes desses  compostos
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(MATHEWS-ROTH, 1985; BENDICH; OLSON, 1989;
COOPERSTONE; SCHWARTZ, 2016).

A microalga Haematococcus pluvialis é uma cloroficea que tem
recebido estimavel atencdo das comunidades cientifica e biotecnoldgica
nos ultimos anos por ser considerada a fonte bioldgica do carotenoide
astaxantina mais significante na natureza (JAIME et al., 2010; WAN et
al., 2014). Sob condi¢des ambientais extremas, como alta intensidade de
luz ou condicBes oligotroficas, essa espécie sofre mudancas
morfoldgicas e bioquimicas, incluindo uma intensa biossintese desse
carotenoide (OKADA et al., 2009; SAHA et al., 2013).

A astaxantina apresenta uma propriedade antioxidante
excepcional e seus efeitos benéficos para a salde humana vém sendo
descritos por muitos autores. Estudos tém comprovado diversas
atividades biolGgicas atribuidas ao seu uso, especialmente aquelas que
atuam contra os processos foto-oxidativos ocasionados pela radia¢do
UV. Além disso, a astaxantina apresenta atividades anti-inflamatdria,
guimiopreventiva, hepatoprotetora e imunomoduladora, agindo também
na prevencdo de desordens cardiovasculares e neurodegenerativas
(GUERIN et al., 2003; YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2014).

Considerando a prevencdo dos processos foto-oxidativos que a
pele sofre devido & exposicdo a fatores exdgenos, principalmente a
radiacdo UV, o0 uso topico de antioxidantes representa uma estratégia
interessante de protecdo cutdnea. Esse tipo de aplicacdo apresenta como
beneficios o direcionamento da substancia ativa a pele exposta, a
promocdo e o acimulo da mesma em concentracdes farmacoldgicas e a
formacdo de uma reserva suplementar, a medida que ocorre a exaustao
dos sistemas antioxidantes ja presentes na pele (PINNELL, 2003;
CHEN et al., 2012). Entretanto, o uso tdpico de carotenoides contra os
processos fotodegradativos oferece certas limitacBes devido ao grande
nimero de duplas ligagdes presentes na sua estrutura. Essa
particularidade faz com que a molécula de astaxantina, por exemplo,
possua grande instabilidade, sendo degradada facilmente na presenca de
oxigénio, luz e altas temperaturas (TACHAPRUTINUN et al., 2009;
ANARJAN et al., 2013). Além disso, a penetracdo de substancias com
um caréter lipofilico nas camadas mais profundas da pele torna-se um
desafio, uma vez que a sua afinidade com o estrato cérneo poderia
causar a sua retencdo na barreira primaria da pele (TROMMER;
NEUBERT, 2006; SILVA et al., 2010).

Diferentes métodos tém sido propostos para melhorar a
estabilidade e a biodisponibilidade de substancias como a astaxantina, e
dentre eles podemos destacar os sistemas nanoparticulados poliméricos.
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Nanoparticulas poliméricas sdo carreadores nanométricos que
apresentam didmetros menores que 1 um, sendo chamadas de
nanocapsulas ou nanoesferas, dependendo de sua composicdo e do
método de preparo (GUTERRES et al., 2007). Dentre os carreadores
particulados, as nanocapsulas mostram-se mais promissoras por
apresentarem uma série de vantagens. Além do seu tamanho
nanométrico, que permite uma maior captura intracelular das
substancias encapsuladas, as nanocapsulas também sdo capazes de
proteger a substancia ativa frente a oxidacdo devido & presenca do
revestimento polimérico, de transportar substancias insollveis em agua
com altos niveis de eficiéncia de encapsulacéo e de controlar a liberacdo
(MORA-HUERTAS et al., 2010).

Levando em consideracdo 0s aspectos mencionados, 0 presente
trabalho teve como objetivo o preparo e a caracterizagdo de
nanocapsulas poliméricas contendo carotenoides extraidos da microalga
H. pluvialis, assim como hidrogeis contendo as nanocapsulas para
aplicacdo tdpica cutdnea, visando a obtencdo de uma formulacédo
farmacéutica inovadora com propriedades quimiopreventiva e
fotoprotetora.
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1.1 OBJETIVOS

111

Objetivo geral

Preparar e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo

carotenoides extraidos da microalga Haematococcus pluvialis para
aplicacdo tdpica cuténea, visando a obtencdo de uma formulagdo
farmacéutica com propriedades quimiopreventiva e fotoprotetora.

1.1.2

Obijetivos especificos

Preparar e caracterizar solugdes extrativas da microalga H.
pluvialis ricas em carotenoides;

Desenvolver e validar metodologia analitica para determinagio de
teor de astaxantina livre por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/DAD) na solucéo extrativa e nas formulagdes;

Determinar o teor de astaxantina total apds hidrdlise dos ésteres de
astaxantina, na solucdo extrativa e nas formulagdes;

Preparar nanocapsulas poliméricas contendo carotenoides de H.
pluvialis;

Caracterizar as nanocapsulas poliméricas quanto aos parametros de
tamanho de particula, potencial zeta e morfologia;

Determinar o teor de carotenoides totais nas nanocapsulas por
metodologia de absor¢do no visivel;

Determinar o teor e a eficiéncia de encapsulagdo da astaxantina
livre e total nas suspensfes de nanocapsulas;

Determinar o potencial antioxidante in vitro da solucdo extrativa da
microalga H. pluvialis livre e nanoencapsulada pelo método de
sequestro do radical livre DPPH;

Definir a estabilidade quimica dos carotenoides livres e
nanoencapsulados frente a temperatura;

Preparar e caracterizar hidrogeis termossensiveis contendo as
nanocapsulas;

Definir a estabilidade acelerada das suspensdes de nanocapsulas e
dos hidrogeis contendo as nanocépsulas frente aos fendbmenos de
separacédo de fases;

Determinar o perfil de liberacdo in vitro dos carotenoides de H.
pluvialis a partir da solucdo extrativa livre e nanoencapsulada e dos
hidrogeis preparados com as nhanocapsulas e com a solugdo
extrativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 APELE

A pele é um érgdo metabolicamente ativo e apresenta-se como a
principal barreira contra a perda de substancias endbgenas e a
penetracdo de agentes externos no corpo humano (BOUWSTRA, 1997;
BOLZINGER et al., 2012). Estruturalmente, caracteriza-se como uma
membrana multilamelar, e esta envolvida em diversas fungfes como a
regulacdo da temperatura corporal, sintese de vitamina D3, defesa
imunoldgica e prevencdo de lesdes térmicas, fisicas e mecénicas (LIU et
al., 2014).

Este 6rgdo é composto por trés camadas tissulares distintas: a
epiderme, derme e tecido subcutaneo (Figura 1). A epiderme € a camada
mais superficial da pele e consiste de células diferenciadas incorporadas
em uma complexa matriz de lipidios, estando em constante
autorrenovagdo. A sua espessura é varidvel, possuindo de 0,8 a 0,006
mm, dependendo da regido do corpo em que ela esta localizada.
Aproximadamente 95% das células presentes na epiderme sao
gueratindcitos, sendo o restante formado por melandcitos, células de
Langehans e células de Merkel (MENON, 2002; HAQUE et al., 2015).

Figura 1. Representa¢do esquematica das camadas da pele.
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Fonte: Adaptado de Maghraby; Barry; Williams (2008).

A epiderme estratificada é dividida em quatro subcamadas,
denominadas de estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e
estrato cdrneo. O estrato basal é formado por uma camada Unica de
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células presente na juncdo dermo-epidérmica, sendo responsavel pela
renovacgdo continua da epiderme. Essas células sdo nucleadas, colunares
e compreendem majoritariamente queratindcitos em divisao e dispersos,
além de melandcitos, os quais apresentam como funcdo principal a
producdo de granulos de melanina armazenados em melanossomos. A
medida que o0s queratindcitos se dividem e se diferenciam, eles
progridem em direcdo a camada mais externa para formar o estrato
cérneo (RANG et al., 2016).

A camada seguinte, o estrato espinhoso, apresenta como principal
caracteristica a presenca de desmossomos nas células (ligagGes protéicas
intercelulares), fornecendo uma morfologia espinhosa  aos
queratindcitos. Gradualmente, essas células comecam a se achatar e ha o
aparecimento de granulos de queratohialina e corpos lamelares,
distintivos da subcamada granular. Na camada granulosa, as células
perdem o seu nucleo, os lipidios dos corpos lamelares sdo liberados no
meio intercelular e os filamentos de queratina se agregam formando
microfibrilas, fazendo com que a membrana celular seja substituida por
um involucro constituido de proteinas reticuladas com lipidios
covalentemente ligados a sua superficie (MENON, 2002; WICKETT;
VISSCHER, 2006).

O estrato corneo é a camada mais externa da epiderme, composta
de células queratinizadas mortas inteiramente diferenciadas chamadas
de cornedcitos. Essa espessa camada, constituida por 10 a 15
subcamadas de cornedcitos, apresenta um modelo organizacional do tipo
“tijolo e argamassa”. Nele, as células encontram-se circundadas por uma
estrutura lipidica lamelar, que promove uma forte coesdo entre os
cornedcitos através da formacdo de um rigido envelope constituido de
lipidios e proteinas (FOLDVARI, 2000; HAQUE et al., 2015). A
composicdo dos lipidios se modifica notavelmente durante a migracédo
celular através dos sucessivos estratos epidermais. Quando o processo
de diferenciacéo é finalizado, os constituintes lipidicos do estrato corneo
sdo o colesterol e seus ésteres, Aacidos graxos e ceramidas
(BOUWSTRA, 1997; RANG et al., 2016).

A estrutura singular dessa camada, em que 0S espacgos
intracelulares ricos em proteinas sdo hidrofilicos, enquanto os lipidios
extracelulares sdo hidrofébicos, sugere que apenas substancias que
possuem ambas as propriedades possam penetrar facilmente através do
estrato coérneo. Dessa forma, em virtude das suas propriedades
estruturais, a camada cdrnea atua como uma importante barreira a
permeacdo, sendo crucial no controle da absorcdo percutanea de
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farmacos e outras substancias (BUCKS, 1984; AULTON, 2005; LIU et
al., 2014).

Logo abaixo da epiderme, localiza-se a derme. Essa camada
caracteriza-se pela formagdo de uma densa matriz hidrofilica composta
de proteinas fibrosas (colageno, elastina e reticulina), as quais fornecem
suporte mecanico e elasticidade a pele; e um gel interfibrilar de
glicosaminoglicanas, sais e agua. A derme ¢ altamente vascularizada por
vasos sanguineos e linfaticos, apresentando também terminacGes
nervosas e apéndices cutaneos (foliculos pilosos, glandulas sebaceas e
sudoriparas) incorporados em sua matriz (MAGHRABY; BARRY;
WILLIAMS, 2008; BARONI et al., 2012).

A regido mais interna da pele humana é o tecido subcutaneo,
também chamado de hipoderme. Essa camada é composta de adipdcitos
e possui como principais fungdes a prote¢do contra choques mecanicos,
isolamento do corpo contra temperaturas extremas e armazenamento de
energia (BARONI et al., 2012).

2.1.1  Transporte de farmacos através da pele

A grande superficie da pele torna esse 6rgdo uma rota de
interesse para liberacdo de farmacos, e esta pode ser classificada em
liberacdo tdpica, transdérmica e subcutanea. A administracdo topica de
farmacos fundamenta-se na aplicacdo direta da substancia de interesse
na pele, sendo usada para o tratamento de doencas dermatologicas
através de uma ampla gama de formas farmacéuticas, como geis, locdes,
pomadas e cremes. Além disso, essa forma de liberagdo também §é
utilizada para anestesia local, tratamento de infec¢Bes locais,
fotoprotecdo, cosmética preventiva e estética e terapia fotodinamica.
Dessa forma, para que o fa&rmaco tenha o efeito desejado, 0 mesmo deve
atingir a epiderme viavel ou a derme (TROMMER & NEUBERT, 2006;
LIU et al., 2014). A aplicacdo tdpica de substancias ativas mostra-se
vantajosa, pois proporciona um efeito local, eliminando a necessidade
de terapias com administracdo sistémica de farmacos, minimizando
assim a dose requerida para obtencdo do efeito terapéutico e reduzindo
0s possiveis efeitos colaterais indesejaveis (GOYAL et al., 2016).

Na liberacdo transdérmica de farmacos, por outro lado, o objetivo
é o alcance do farmaco na derme e, consequentemente, na corrente
sanguinea, a fim de garantir um efeito sisttmico. O tecido cuténeo é
reconhecido como um local atraente para liberacdo sistémica devido a
sua grande area superficial, acesso conveniente e possibilidade de evitar
0 metabolismo de primeira passagem no trato gastrointestinal e no
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figado. Outras vantagens da utilizacdo de sistemas transdérmicos seriam
a facilidade de aplicacdo e a possibilidade de prolongamento da
liberagdo, o que permite a redugdo no ndmero de doses administradas e
das flutuagbes da concentragcdo plasmatica, minimizando, assim, 0s
efeitos indesejados do farmaco (MARTINS; VEIGA, 2002;
BOLZINGER et al., 2012).

A permeacdo de farmacos através da pele ocorre por difusdo
passiva por duas diferentes rotas: transepidérmica, a qual inclui as
microvias transcelular e intercelular, e transpedicular, a qual se refere a
passagem através dos foliculos pilosos e glandulas sebaceas e
sudoriparas (Figura 2). Apesar de os apéndices cutaneos
corresponderem a apenas 0,1% da superficie da pele, essas estruturas
representam uma funcdo de reservatério, atuando como um
compartimento anatbmico importante para sistemas de liberacdo
nanoparticulados e moléculas ionizadas. Na via intercelular, a
substancia percorre um caminho continuo e tortuoso através dos
dominios lipidicos intercelulares, enquanto na via transcelular a
substancia atravessa tanto os queratinécitos quanto as estruturas
lamelares lipidicas que circundam as células (MAGHRABY; BARRY;
WILLIAMS, 2008; VOGT et al., 2016).

Conforme pode ser observado na Figura 2, o transporte
transcelular requer sucessivas etapas de particdo e difusdo entre
estruturas polares, representada pela matriz dos cornedcitos, e 0s
dominios lipofilicos nos arredores das células. Dessa forma, estima-se
gue a principal via de transporte de farmacos pelo estrato cérneo é a
intercelular. Entretanto, o transporte ndo ocorre por uma via exclusiva; a
maioria das substdncias possivelmente permeia a pele por uma
combinacdo de rotas e a contribuicdo de cada uma esta relacionada as
propriedades fisico-quimicas da molécula de interesse (HARDGRAFT,
2004; BENSON, 2012).

O processo de permeacdo envolve uma série de etapas
comecando com a liberacdo do farmaco da forma farmacéutica, seguida
da difusdo e particdo do mesmo através das diferentes camadas da
epiderme, até o alcance as camadas mais profundas da pele e/ou a
microcirculacdo cutdnea. Essas etapas sdo altamente dependentes das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, como o seu tamanho e forma
molecular, solubilidade, grau de ionizacdo, coeficiente de particdo e
ponto de fusdo. Como regra geral, moléculas ideais para permeagdo
cutanea devem ter uma baixa massa molecular, preferencialmente menor
que 500 Da, um coeficiente de particdo equilibrado (log P entre 1-3) e
um baixo ponto de fusdo (AULTON, 2005).
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Figura 2. Representagdo esquematica das potenciais vias de liberagdo cutinea
de farmacos.
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Fonte: Adaptado de Erdo e colaboradores (2016).

O tipo de veiculo da forma farmacéutica aplicada a pele também
possui o potencial de aumentar ou diminuir a solubilidade e/ou difusdo
de um composto ativo no estrato cérneo, afetando, portanto, a
penetracdo do mesmo. Modificacdes no coeficiente de difusdo e particdo
podem ocorrer quando ha a utilizacdo de componentes que promovem
uma desorganizacdo da camada cornea, os chamados promotores de
permeacdo, bem como quando hd uma interacdo especifica do farmaco
com algum componente da forma farmacéutica (BOLZINGER et al.,
2012; GUJJAR; BANGA, 2014).

Além das propriedades do farmaco e do veiculo, diversos
fatores podem influenciar o transporte de substancias através da pele,
incluindo fatores fisiologicos como a condicdo da pele, o grau de
hidratacéo, a idade, temperatura e regido anatémica de aplicacdo (MOSS
et al., 2015). A condi¢do da pele pode ter um impacto significante no
processo de permeacdo/penetracdo, especialmente quando a funcéo
barreira proporcionada pelo estrato corneo é desordenada ou fluidizada
por diversos agentes. Nesse contexto, a permeabilidade pode ser alterada
tanto por fatores fisicos (clima, oclusdo, radiacdo solar), como quimicos
(solventes, detergentes, &cidos) e patoldgicos (doencas e danos
mecanicos). Da mesma maneira, a hidratacdo do estrato cérneo é um dos
fatores mais importantes para aumentar a velocidade de penetracdo da
maioria dos farmacos, uma vez que a agua é capaz de intumescer o
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tecido cutaneo, promovendo assim uma descompactacdo da camada
coérnea (AULTON, 2005; KIELHORN; MANGELSDORF, 2006).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio é um elemento indispensavel para vida. Quando as
células utilizam oxigénio para gerar energia, radicais livres sdo
formados como uma consequéncia da producdo de ATP (adenosina
trifosfato) pelas mitocondrias. Esses subprodutos sdo geralmente
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS), que
resultam do processo de redox celular (PHAM-HUY et al., 2008).

A formacdo dessas espécies desempenha um papel ambiguo no
corpo humano, se apresentando como compostos tanto téxicos, quanto
benéficos. Em baixas concentragdes, EROs e ERNs sdo necessérias para
0 processo de maturacdo de estruturas celulares, regulacdo de cascatas
sinalizadoras intracelulares, além de ser uma importante arma para o
sistema de defesa do organismo. A liberacdo de radicais livres pelos
fagocitos é fundamental para destruir micrébios patogénicos como parte
da protecdo do corpo humano contra doencas. Todavia, a geracdo de
espécies reativas em excesso promove um processo deletério chamado
de estresse oxidativo (DROGE, 2002; VALKO et al., 2007).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a
ocorréncia de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e a capacidade do
organismo de contra-atacar as suas ag@es pelo sistema de protecéo
antioxidante. Portanto, esse processo surge quando hd um aumento da
geracdo de EROS/ERNs ou um decaimento na habilidade do sistema
enddgeno de lutar contra o ataque oxidativo diretamente & biomoléculas
(SIES, 1991; PISOSCHI; POP, 2015).

As espécies reativas de oxigénio sdo representadas por
moléculas oxigenadas com radicais livres, ou seja, espécies quimicas
reativas que possuem um elétron desemparelhado na sua Orbita externa;
e compostos ndo-radicalares. Dentre elas, pode-se citar o peroxido de
hidrogénio (H,0,), o superéxido (O,™"), o oxigénio singleto (*0,), o
radical peroxila (RO,') e o radical hidroxila (‘OH); sendo este Gltimo
relatado como um radical altamente agressivo, responsavel pelo dano
oxidativo na maioria das biomoléculas. Igualmente, espécies reativas de
nitrogénio, ferro, cobre, cloro e enxofre também séo encontradas. Os
radicais livres sdo moléculas extremamente instaveis, que possuem um
elétron disponivel para reagir com varios substratos organicos, como
lipidios, proteinas e DNA (LUSHCHAK, 2014).
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Os radicais livres e outras espécies reativas podem ser gerados
tanto de fontes enddgenas, quanto de fontes exdgenas. No corpo
humano, essas espécies sdo formadas pela ativagcdo do sistema imune,
reacdes inflamatorias, estresse mental, exercicio fisico intensivo,
isquemia, infecgdes, envelhecimento, entre outros. J& os fatores
exogenos que podem ativar a producdo dessas espécies incluem
poluentes/toxinas como fumaca, alcool, determinados farmacos, metais
pesados, solventes industriais, pesticidas, o0zbnio e radiagdo
(COROCHO; FERREIRA, 2013).

O desequilibrio que ocorre no estresse oxidativo é um
importante mediador de danos a estruturas celulares, &cidos nucléicos,
lipidios e proteinas. E reconhecido que a modificacio oxidativa de
biomoléculas estd envolvida em um grande nimero de processos
patofisioldgicos, como a arteriosclerose, inflamac@es, céncer e vérias
doencas degenerativas. O radical hidroxila é conhecido por reagir com
todos os componentes da molécula de DNA, danificando ambas as bases
purinas e pirimidinas e o0 esqueleto desoxirribose. Modificagdes
permanentes no material genético resultantes desse processo oxidativo
representam a primeira etapa envolvida na mutagénese, carcinogénese e
envelhecimento (VALKO et al., 2006).

A oxidagdo de lipidios ocorre através da peroxidagdo lipidica, a
qual é um processo envolvendo radicais livres em uma reacdo em
cadeia. A peroxidacdo ocorre nos A&cidos graxos poli-insaturados
localizados na membrana celular, e inicia-se com um radical hidroxila
removendo um 4tomo de hidrogénio, formando um segundo radical. Em
seguida, ha a geracdo de um radical peroxila pela adicdo de um atomo
de oxigénio; esse radical altamente reativo ataca outro &cido graxo
formando um hidroperdxido lipidico (LOOH) e um novo radical. Assim,
a reacdo é propagada, levando a formacdo de diversos compostos e a
desestruturacdo da membrana celular (GUTTERIDGE, 1995; PORTER,;
CALDWELL; MILLS, 1995).

As proteinas podem ser modificadas por estresse oxidativo de trés
maneiras: através de danos oxidativos a um aminoacido especifico, pela
clivagem de um peptideo mediada por um radical livre ou pela formacéo
de ligagdes cruzadas entre proteinas, devido a reacdo com produtos da
peroxidacdo lipidica. Proteinas contendo aminoacidos como metionina,
cisteina, arginina e histidina parecem ser as mais vulneraveis a
oxidacdo. Os danos oxidativos ocasionados por radicais livres em
proteinas aumentam a susceptibilidade de prote6lise enzimética, e 0s
subprodutos formados podem afetar a atividade de receptores, enzimas e
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0S mecanismos de transducdo de sinal, além de contribuir para o dano
em membranas e outras funcdes celulares (LOBO et al., 2010).

2.2.1 Fotocarcinogénese

Por constituir uma interface com o meio-ambiente, a pele é
considerada um oOrgdo alvo de fatores externos como a radiagdo
ultravioleta, ozénio, radiacdo ionizante e varios compostos quimicos
toxicos. A radiacdo ultravioleta (UV) é considerada um fator etiolégico
primordial para muitas doencas de pele, sendo a exposi¢ao cronica a luz
solar desde a infancia a principal causa de cancer de pele relatada
(ICHIHASHI et al., 2003; SANTIS, 2008). Os efeitos deletérios dessa
radiacdo dependem dos comprimentos de onda de seu espectro, sendo
dividida em trés classes, UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) e
UVC (200-280 nm). A exposicdo aos raios UVA e UVB é considerada a
mais preocupante, uma vez que os raios UVC sdo em grande parte
bloqueados pela camada de o0zbnio (SOEHNGE; OUHTIT;
ANANTHASWAMY, 1997; SANTOCONO et al., 2006).

O dano induzido pela radiacdo UVA é mediado pela grande
formagéo de espécies reativas de oxigénio. Por terem um comprimento
de onda mais longo, os raios UVA penetram mais profundamente na
pele até os tecidos conectivos da derme, causando a exaustdo do sistema
de defesa antioxidante dos fibroblastos e um desequilibrio no redox
intracelular. Consequentemente, a exposicao cronica a radiacdo UVA e
formacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio pode levar a
reacbes imunossupressoras, fotoenvelhecimento e fotocarcinogénese
(VERSCHOOTEN et al., 2006; CAMERA et al., 2008; SUGANUMA et
al., 2010; MASUMA et al., 2013).

A radiacdo UVB ¢ a fragdo mais energética da radiacdo solar e
exerce 0s seus efeitos adversos principalmente através do dano direto ao
DNA. Para se proteger contra os efeitos deletérios da radiacdo UV, a
pele dispde de varios mecanismos adaptativos, incluindo a resisténcia ao
choque térmico, bloqueio do ciclo celular e reparacdo do DNA,
pigmentacdo melanica e espessamento da epiderme. Se o dano causado
for muito severo e incapaz de ser reparado, a morte celular programada
(apoptose) ¢ ativada com o intuito de evitar processos inflamatdrios em
grande escala (VERSCHOOTEN et al., 2006). Por outro lado, a
exposicdo recorrente, aguda ou de longa duracdo, aos raios UVB
provoca a deterioracdo gradual da estrutura cutanea e de suas funcdes.
Ha evidéncias de que exista uma maior incidéncia de mutagdes no gene
supressor de tumor p53 em peles com exposicdo crénica ao sol, devido
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ao estresse oxidativo ocasionado. Mutacfes neste gene, o qual €
responsavel pela manutencdo da integridade gendmica por bloquear a
replicacdo do DNA em resposta a danos ou induzir seu reparo, reduzem
sua capacidade em disparar 0s processos apoptéticos, resultando em
maior proliferagdo celular. Nesse contexto, é possivel verificar que
alteragdes em mecanismos regulatorios, como transdugdes de sinais,
mutacBes em genes especificos, alteracdes na proliferagdo celular e no
mecanismo de apoptose, podem exemplificar o inicio do complexo
processo carcinogénico, que € a principal preocupacdo quanto a
exposicdo a radiacdo UV (GUARATINI et al., 2007; YIN et al., 2013).

2.2.2 Antioxidantes

O conceito de antioxidantes biol6gicos se refere a qualquer
substancia que, quando presente em menor concentra¢do que o substrato
oxidavel, é capaz de atrasar ou prevenir a oxidacdo causada por estes.
Estes compostos também podem ser definidos como qualquer substancia
que diretamente sequestra EROs ou indiretamente age aumentando as
defesas antioxidantes ou inibindo a producdo de EROs (COROCHO;
FERREIRA, 2013). A fungdo de uma molécula antioxidante implica em
diminuir o estresse oxidativo, mutagdes no DNA, transformacdes
malignas, assim como outros danos celulares. Diversos estudos
epidemiol6gicos comprovaram a habilidade desses compostos em conter
os efeitos das espécies reativas de oxigénio, levando a uma diminuicdo
na incidéncia de céncer e outras doencas degenerativas (TEMPLE,
2000; PISOSCHI; POP, 2015).

A pele possui um sistema complexo de defesa, englobando
componentes antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, presentes no
meio aquoso e em compartimentos celulares. O primeiro tipo de sistema
de defesa antioxidante contra danos oxidativos sdo aqueles que
previnem a ocorréncia de espécies reativas de oxigénio ou que
bloqueiam e capturam os radicais que sdo formados. Outro importante
sistema antioxidante das células consiste na reparagdo de biomoléculas
danificadas, antes que elas sejam capazes de alterar o metabolismo
celular (SIES, 1997).

Os principais antioxidantes enziméaticos envolvidos na
neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio sdo a superdxido
dismutase, a qual catalisa a desativacdo do radical aniénico superoxido
(02"); a catalase, que promove a decomposicdo de peroxidos de
hidrogénio (H,0,); e o sistema glutationa peroxidase/glutationa
redutase. Essas enzimas sdo denominadas de primeira linha na defesa do
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corpo humano. J& os representantes metabdlicos da classe ndo
enzimatica sdo sintetizados in vivo, incluindo compostos como a
glutationa, acido lipdico, coenzima Q10, arginina, melatonina, proteinas
quelantes, entre outros (YOUNG; WOODSIDE, 2001; SINDHI et al.,
2013).

Os antioxidantes podem intervir nas diferentes etapas do processo
oxidativo, que corresponde a sucessivas etapas de inicia¢do, propagacao
e finalizacdo da cadeia. Assim, o mecanismo de acdo dessas moléculas
pode ocorrer de duas maneiras: pela interrupgdo dessa reacdo em cadeia
ou por meio de sua prevencdo. Um classico exemplo de reacdo em
cadeia é a peroxidacdo lipidica; uma vez que um radical libera ou
sequestra um elétron, um segundo radical é formado, e este exerce a
mesma acao sobre outra molécula, continuando o processo oxidativo até
gue um radical livre formado seja neutralizado por um antioxidante ou
degradado a um produto inerte (PHAM-HUY et al., 2008; PISOSCHI,
POP, 2015).

Por outro lado, ao atuar de forma preventiva, os antioxidantes sdo
capazes de reduzir a taxa de reagdes oxidativas ao inibir a formagéo de
radicais livres, capturar o radical oxigénio singleto, converter metais
pro-oxidantes em produtos estaveis e inibir a formacao de enzimas pro-
oxidantes (ex. lipoxigenases). Além disso, a combinacdo de
antioxidantes preventivos com o0s antioxidantes finalizadores da cadeia
oxidativa pode produzir um efeito sinérgico através de mecanismos de
regeneracdo e estabilizacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;
CORROCHO; FERREIRA, 2013).

Quando este sistema de defesa esta sobrecarregado ou esgotado,
em decorréncia de excessivos danos celulares, o emprego de métodos
alternativos de protecdo torna-se necessario. Dentre eles, podemos citar
além da reposicdo de moléculas endégenas, a ingestdo de antioxidantes
exogenos, bem como de substancias que irdo aumentar direta ou
indiretamente os niveis enddgenos dos antioxidantes. Nesse contexto,
inimeras substancias e classes de compostos naturais tém exercido esse
papel com eficiéncia, como por exemplo, as vitaminas A, C e E; cidos
graxos Omegas 3 e 6; os carotenoides e diversos compostos
polifendlicos (STEENVOORDEN; HENEGOUWEN, 1997; WOJCIK;
BURZYNSKA-PEDZIWIATR; WOZNIAK, 2010).

No estabelecimento do equilibrio redox celular ou na prevencéao
de patologias causadas pelo estresse oxidativo, a ingestdo de compostos
ativos antioxidantes provenientes de produtos naturais é uma préatica
extremamente difundida, seja pela dieta ou pelo uso de suplementos
alimentares (CORROCHO; FERREIRA, 2013). Entretanto,
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considerando a prevencado dos processos foto-oxidativos que a pele sofre
devido a exposicdo a fatores exdgenos, principalmente a radiagdo UV, o
uso tdpico de antioxidantes naturais representa uma estratégia
interessante de protecdo cutanea. Esse tipo de aplicagdo apresenta como
beneficios o direcionamento da substdncia ativa a pele exposta, a
promocdo e o acimulo da mesma em concentrag@es farmacolégicas e a
formac&o de uma reserva suplementar, a medida que ocorre a exaustao
dos sistemas antioxidantes ja presentes na pele (PINNELL, 2003;
KAUR; KAPILA; AGRAWAL, 2007; CHEN; HU; WANG, 2012).

Os antioxidantes naturais sdo promissores na prevencdo do
cancer de pele, uma vez que muitos jA mostraram seus efeitos
anticarcinogénico e antimutagénico, além de sua baixa toxicidade. Da
mesma forma, a administracdo cutanea de forma continua desses ativos
garante uma protecdo contra o fotoenvelhecimento e a diversas reagdes
imunossupressoras. Na pele humana, os antioxidantes mais comuns sdo
as vitaminas A, C e E, carotenoides e varias enzimas (GUARATINI et
al., 2007; DARVIN et al., 2011; VARELA et al., 2015).

2.3 CAROTENOIDES

Atualmente, h& um interesse crescente em compostos
biologicamente ativos derivados de recursos naturais, especialmente 0s
que podem atuar efetivamente em alvos moleculares envolvidos em
vérias doencas (AMBATI et al., 2014). Os carotenoides constituem o
mais amplo grupo de pigmentos na natureza, abrangendo mais de 700
substancias ja isoladas e caracterizadas. Tais compostos sdo moléculas
lipofilicas e estdo presentes em todos os organismos fotossintéticos,
sendo produzidos como metabdlito secundario de vegetais, algas, fungos
e algumas bactérias. Os animais sdo incapazes de fazer a biossintese de
carotenoides, portanto, dependem da sua ingestao pela dieta (BRITTON,
1995; ZAGHDOUDI et al., 2015).

Nas ultimas décadas, estudos epidemioldgicos evidenciaram que
dietas com altas doses de carotenoides estdo correlacionadas com a
diminuicdo de uma série de desordens degenerativas, incluindo varios
tipos de cancer, doencas cardiovasculares e oftalmolégicas, além de
aumentar as defesas imunoldgicas do organismo. Esses efeitos
biologicos tém sido atribuidos as propriedades antioxidantes dessas
substancias, principalmente através da captura de duas espécies reativas
de oxigénio, o oxigénio singleto e o radical peroxila. Além disso, 0s
carotenoides sdo eficientes desativadores de moléculas sensibilizantes
excitadas eletronicamente, que estdo envolvidas na geracdo dessas
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espécies reativas (MATHEWS-ROTH, 1985; BENDICH; OLSON,
1989; COOPERSTONE; SCHWARTZ, 2016).

A interagdo dos carotenoides com o oxigénio singleto depende
amplamente de uma neutralizacdo fisica, que envolve transferéncia
direta de energia entre ambas as moléculas. A energia do oxigénio
singleto é transferida para a molécula do carotenoide, resultando em um
oxigénio no estado fundamental e um carotenoide no estado excitado
tripleto. Por fim, a molécula carotenoide retorna ao seu estado
fundamental dissipando a sua energia por interacdo com o solvente
circundante, podendo ser reutilizada varias vezes no processo de
neutralizagdo (TRUSCOTT, 1990; WIKI, 1991; UENOJO et al., 2007).
Alguns dos possiveis mecanismos de neutralizagdo de radicais livres
através de interagdo com uma molécula carotenoide encontram-se na
Figura 3.

Figura 3. Possiveis mecanismos de neutralizagdo de um radical livre com uma
molécula carotenoide (CAR).

CAR + R+ > R-CAR+
{:IAI{ + [{' ——— (_'AI{.' + R
CAR + Re o= (CARe + RI1I

Fonte: Adaptado de Krinsky; Yeum (2003).

Entre os varios radicais que sdo formados sob condicOes
oxidativas no organismo, os carotenoides reagem mais eficientemente
com os radicais peroxila. Eles sdo gerados no processo de peroxidagéo
lipidica, e 0 sequestro dessas espécies interrompe a sequéncia de reagdes
que levariam a danos nos compartimentos lipofilicos. Devido a sua
lipofilicidade e a propriedade especifica para capturar radicais peroxila,
0s carotenoides exercem um papel importante na protecdo das
membranas celulares e lipoproteinas (STAHLS; SIES, 2003).

Quimicamente, os carotenoides sdo tetraterpenos formados a
partir de oito unidades isoprenoides, sendo suas estruturas baseadas em
uma cadeia linear poliénica de 40 carbonos, apresentando ligacdes
duplas conjugadas (3-13) ao longo da mesma (RODRIGUEZ-AMAYA,
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1997; ESTEBAN et al., 2015). Esta estrutura bésica aciclica pode
modificar-se de diversas maneiras como, por exemplo, por
hidrogenacdo, isomerizacdo, ciclizagdo, introducdo de fungdes com
oxigénio ou a combinacdo destes processos, resultando em uma grande
diversidade de estruturas quimicas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

A funcdo biolégica dos carotenoides esta intimamente ligada as
propriedades  fisico-quimicas dessas moléculas, sendo essas
propriedades definidas pela sua estrutura molecular. A geometria
molecular geral, como tamanho, forma e presenca de grupos funcionais,
é vital para garantir que os carotenoides se encaixem nas estruturas
celulares e subcelulares na localizacdo e orientacdo correta, para que
possam assim exercer seu papel com eficiéncia. Além disso, o sistema
de duplas ligacOes conjugadas dos carotenoides constitui o grupamento
cromoforo que fornece as propriedades fotoquimicas e a reatividade
eletroquimica dessas moléculas, formando a base para a sua
identificacdo e para a sua acdo antioxidante (BRITTON, 1995). E
descrito na literatura que sdo necessarias pelo menos sete duplas
ligagBes conjugadas para que uma molécula carotenoide produza cor,
sendo que essa coloracdo é acentuada a medida que ha a extensdo do
sistema conjugado, variando do amarelo suave ao vermelho intenso. Em
relacdo & capacidade dos carotenoides de capturar o oxigénio singleto,
tem sido relatado que a presenga de nove ou mais duplas conjugadas
concedem a essas moléculas o maximo de acdo antioxidante
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997).

Por outro lado, os carotenoides com uma estrutura altamente
insaturada possuem uma propensao a isomerizacdo e oxidacdo. Fatores
como luz, calor e acidez promovem a isomeriza¢do de carotenoides da
forma trans, sua configuracdo usual, para forma cis, o que resulta em
alguma perda da cor e da atividade pro-vitamina A. Em contraste, a
degradacdo oxidativa, que é a principal causa de uma perda extensiva do
teor de carotenoides, depende da disponibilidade de oxigénio e é
estimulada pela luz, enzimas e metais. O passo inicial para o processo
degradativo parece ser a formacdo de epoOxidos e apocarotenoides
(carotenoides com esqueleto carbbnico encurtado) com subsequente
fragmentacéo, o que implica na formagdo de uma série de compostos de
baixo peso molecular semelhantes aos produzidos na oxidacao de acidos
graxos. Dessa forma, a perda total da cor e de suas atividades bioldgicas
sdo as consequéncias finais da degradagdo oxidativa desses compostos
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Os compostos carotenoides séo classificados em duas classes, 0s
carotenos e as xantofilas (Figura 4). Os carotenos sdo hidrocarbonetos
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poli-insaturados que ndo apresentam oxigénio em sua estrutura, e
normalmente apresentam uma cor laranja. Nesta classe inclui-se o
licopeno e os B-, a- e e-carotenos. Ja as xantofilas resultam da oxidagédo
de carotenos e contém um ou mais grupos oxigenados em determinados
locais dos aneis terminais. As fun¢des oxigenadas mais comuns sao 0
grupo hidroxila (OH) presente na luteina, zeaxantina e na criptoxantina,
e 0 grupo cetbnico (C=0) na cantaxantina; na astaxantina, ambos 0s
grupamentos hidroxila e cetdnico estéo presentes (RICARDO, 2013).

Figura 4. Estrutura quimica de exemplos de carotenoides dos grupos carotenos
(licopeno e B-caroteno) e xantofilas (luteina, cantaxantina e astaxantina).
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Fonte: Adaptado de Socaciu; Lausch; Diehl (1999).
2.4 Haematococcus pluvialis

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse no cultivo de
microalgas visando a producéo de biomassa para obten¢do de compostos
naturais com alto valor no mercado mundial, como pigmentos,
proteinas, &cidos graxos insaturados, entre outros que despertam o
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interesse das inddstrias alimenticia, quimica, cosmética e farmacéutica
(DERNER et al., 2006).

No ambiente natural, assim como em cultivos, o crescimento de
microalgas é resultado da interagdo entre fatores bioldgicos, tais como
as taxas metabdlicas da espécie cultivada e a possivel influéncia de
outros organismos sobre o seu desenvolvimento, e fatores fisico-
quimicos, como luminosidade, temperatura e salinidade. Dessa forma,
para sobreviver em ambientes competitivos e as adversidades do meio,
as microalgas tém desenvolvido estratégias de defesa, que resultam em
um significativo nimero de mudancas fisico-quimicas e estruturais
(DERNER et al, 2006; CARDOZO et al., 2007).

A microalga Haematococcus pluvialis, descrita inicialmente por
von Flotow em 1844, foi enquadrada taxonomicamente na classe
Chlorophyceae, ordem Chlamydomonadales, familia
Haematococcaceae; e tem recebido estimavel atencdo das comunidades
cientifica e biotecnoldgica devido a sua capacidade de sintetizar grandes
quantidades de carotenoides, principalmente astaxantina (JAIME et al.,
2010; GUIRY, 2016). Essa espécie ocorre normalmente em pocas
temporarias de agua doce, podendo apresentar polimorfismo celular
durante o seu ciclo de vida dependendo das condi¢des ambientais. Os
guatro estagios celulares da H. pluvialis sdo classificados como
microzooides flagelados, macrozooides flagelados, células palmeloides
maveis e hematocistos ou aplandsporos (SANTQS, 2015).

Em condices favoraveis de crescimento, as células sdo verdes,
moveis e biflageladas (Figura 5a), compreendendo os dois primeiros
estagios. Todavia, durante condi¢des ambientais extremas, como
limitacdo de nutrientes, alta intensidade de luz e altas concentragdes de
sais, as células modificam-se morfologicamente e bioquimicamente
visando a sua sobrevivéncia. Dentre as principais mudancas que podem
ocorrer nesse processo, pode-se citar a perda da mobilidade, aumento do
tamanho da célula, formagdo dos hematocistos (estagio final),
espessamento da parede celular e aumento da biossintese de lipidios e
carotenogénese (Figura 5b). Ainda, é importante ressaltar que se as
condi¢cbes ambientais ou de cultivo retornarem ao normal, o0s
aplandsporos iniciam um novo ciclo de crescimento vegetativo
(BOUSSIBA, 2000; SAHA et al., 2013).
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Figura 5. (a) Células de H. pluvialis em crescimento vegetativo e (b) células de
H. pluvialis encistada (aplandsporo), com acumulo de carotenoides como
resultado da limitagdo de nutrientes e luz.

(b)

Fonte: Lorenz; Cysewski (2000).

Neste processo de transformacdo, hd um expressivo aumento no
conteudo de carboidratos na parede celular da forma encistada, podendo
atingir até 70%. A resisténcia dessa estrutura € proporcionada
especialmente pelo alto teor de hexose e celulose, além de proteinas e
outros compostos resistentes (SARADA et al., 2006). Um aumento no
contetdo de lipidios também & observado, provavelmente pela
necessidade de acomodar os carotenoides em glébulos no interior da
célula. Devido ao carater hidrofébico dessas substancias, é possivel que
o0s acidos graxos acumulados sirvam como uma matriz para solubilizar
os pigmentos formados, permitindo a permanéncia dos carotenoides no
citoplasma (LANG, 1968; SANTOS; MESQUITA, 1984; LEE;
ZHANG, 1999).

A mudanca mais pronunciada durante o encistamento é,
certamente, a elevada biossintese de astaxantina. Nas células mdveis,
clorofila e carotenoides como a cantaxantina, luteina e B-caroteno séo os
componentes majoritarios do contetido total de pigmentos, fazendo com
gue a célula seja da cor esverdeada. Assim que o encistamento é
induzido, as atividades fotossintéticas diminuem e a quantidade de
astaxantina na célula aumenta drasticamente. No fim do processo, a
astaxantina livre e seus ésteres constituem até 95% do total de
carotenoides, podendo chegar a 4,0% do peso seco total da célula. Neste
contexto, a microalga Haematococcus pluvialis é reconhecida
atualmente como a fonte bioldgica de astaxantina mais significante da
natureza (BOUSSIBA, 2000; JAIME et al., 2010; WAN et al., 2014). A
fracdo de carotenoides dos cistos de H. pluvialis contem em torno de
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70% de mono-ésteres de astaxantina, 10% de di-ésteres e 5,0% de
astaxantina livre, sendo o restante constituido de outros carotenoides
(LORENZ; CYSEWSKI, 2000; YUAN; CHEN, 2000).

Os carotenoides primarios, que ocorrem nas células vegetativas
de H. pluvialis, sdo componentes essenciais para sobrevivéncia dessa
espécie, onde atuam no mecanismo fotossintético como auxiliares na
coleta de luz e transferéncia de energia, além de ser um estabilizador
estrutural. Por outro lado, os carotenoides que se formam como
metabdlitos secundarios apds a exposi¢do a estimulos ambientais, como
a astaxantina, possuem principalmente uma fungdo fotoprotetora e
inibidora da oxidacéo por radicais livres. O estresse oxidativo induzido
pela luminosidade intensa, por exemplo, desempenha um papel
fundamental na biossintese da astaxantina; as espécies reativas de
oxigénio, geradas pelo mecanismo de foto-oxidag&o ocasionada pela alta
irradiagdo de luz, aparentemente ativam a sintese de carotenoides como
parte de uma estratégia celular destinada a protecdo celular contra o
dano oxidativo (DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 2002; GUEDES;
AMARO; MALCATA, 2011). Este processo de fotoprotegdo pode ser
alcancado ndo s6 através da dissipacdo do excesso de energia pelos
tilacoides, como também pela formacdo de uma camada de protecdo
solar de goticulas de 6leo ricas em carotenoides na periferia dos
cloroplastos ou no corpo celular (VARELA et al., 2015).

2.4.1 Produgdo

Nas ultimas décadas, novas tecnologias tém sido desenvolvidas
para a producdo natural de astaxantina a partir da microalga
Haematococcus pluvialis. Embora essa espécie possa ser induzida a
acumular astaxantina sob condi¢Bes de crescimento heterotréficas ou
autotréficas em ambientes fechados, muitos produtores comerciais
normalmente aproveitam-se da luz solar abundante dos ambientes
externos. Exemplos utilizados atualmente incluem os fotobioreatores
(com luz artificial) e uma combinacdo de fotobioreatores com lagoas de
cultura a céu aberto (LORENZ; CYSEWSKI, 2000; OLAIZOLA;
HUNTLEY, 2003).

As condigbes de cultura que favorecem a produgédo de biomassa
de H. pluvialis sdo incompativeis com o estresse necessario para induzir
a biossintese de astaxantina nas células, portanto, as estratégias de
producdo devem levar em consideracao as caracteristicas fisiologicas da
microalga, sendo divididas em um processo com duas etapas. Na
primeira etapa, h4 a producdo de uma grande quantidade de células no
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estado vegetativo, seguida por uma fase em que a carotenogénese e 0
acumulo de astaxantina sdo induzidos. Para um rapido crescimento das
células verdes, parametros como 6timos niveis de nutrientes, pH,
temperatura e luz devem ser cuidadosamente monitorados e controlados.
Nesse quesito, cultivos em espacos fechados possuem a vantagem de
permitir um controle ambiental, manter altos padrdes de higiene e a
qualidade do produto. Esses fatores sdo de grande importancia, uma vez
que a H. pluvialis é uma microalga de agua doce, sendo susceptivel a
competicdo e a contaminag¢do por outros micro-organismos que podem
se favorecer das condigdes de crescimento dos tanques de cultivo
(JOHNSON; AN, 1991; ZHANG et al., 2009; HERRERA et al., 2012).

Ap6s a produgdo de um volume suficiente de células
vegetativas, as culturas sdo submetidas a um estresse ambiental e/ou
nutricional. Uma estratégia muito utilizada nesse processo é a dilui¢do
da cultura verde, que proporciona rapidamente uma diminui¢do da
concentracdo de nutrientes no meio e aumenta a quantidade de radiacéo
recebida por célula. Esta técnica, em combinacdo com outros fatores
estressantes, como aumento da temperatura e salinidade, além da
privacdo de ferro, nitratos e fosfatos, fornece um ambiente adequado
para o rapido acimulo de astaxantina pelas células da microalga H.
pluvialis. Diferentemente da producdo de células vegetativas, o0 uso de
tanques abertos € apropriado para fase da carotenogénese, uma vez que a
etapa de obtencdo dos aplanésporos (cistos vermelhos) é caracterizada
pelo uso de condicBes de cultura que sdo inaceitaveis em crescimento
acelerado, incluindo aquelas para qualquer tipo de contaminante
(OLAIZOLA; HUNTLEY, 2003).

Em torno de 5-6 dias ap0s a cultura ser submetida ao estresse,
as células ja sofreram todas as mudangas morfoldgicas e bioguimicas
(contetido de astaxantina livre em torno de 1,5 a 3%), estando prontas
para a coleta. Por passarem por um aumento de tamanho e serem mais
densos que o0 meio, os aplandsporos de H. pluvialis podem ser coletados
por decantacdo e subsequente centrifugacdo (LORENZ; CYSEWSKI,
2000).

Uma das modificagdes caracteristicas da condicdo de estresse,
além do acimulo da astaxantina, é a formacdo de uma espessa parede
celular nos cistos vermelhos. Dessa forma, para 0s consumidores
obterem os beneficios de uma suplementacdo com astaxantina, os cistos
produzidos devem ter essa parede rompida. Para o término do processo,
é necessario fazer a secagem das células para reduzir o conteudo de
agua, especialmente porque sem a prote¢do da parede celular do cisto, a
astaxantina se torna muito susceptivel a degradagdo ao ficar exposta a
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fatores externos como o oxigénio, luz e altas temperaturas (OLAIZOLA,
2007).

2.4.2 Astaxantina
2.4.2.1 Propriedades quimicas

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-B, B-caroteno-4,4’-diona) é um
carotenoide pertencente a subclasse das xantofilas, a qual é caracterizada
pela presenca de atomos de oxigénio em sua estrutura. Este carotenoide
é ubiquo na natureza, especialmente nos ambiente marinhos, sendo um
pigmento vermelho comum em diversos animais aquaticos como
salmdo, camardo e lagosta, contribuindo para a coloragdo rosada dos
mesmos devido a ingestdo de microalgas sintetizantes através dos
zooplancton (LORENZ; CYSEWSKI, 2000). Tal substancia, além de
ser biossintetizada pela microalga Haematococcus pluvialis, também
pode ser encontrada em algumas leveduras, bactérias e outras
microalgas; entretanto, em menor quantidade e em diferentes
configuragdes quimicas (HERRERO et al., 2012).

A molécula de astaxantina consiste de dois aneis terminais
ligados por uma cadeia poliénica, diferindo-se de outros carotenoides
pela presenca de grupamentos hidroxila (-OH) e cetona (C=0) em
ambas as suas extremidades (Figura 6). Assim, a sua estrutura confere a
molécula uma maior polaridade, além de permitir a formacdo de dois
carbonos assimétricos localizados nas posi¢des 3 € 3’ dos aneis fB-
ionona, devido a presenca dos grupamentos hidroxilas (HIGUERA-
CIAPARA et al., 2006; AMBATI et al., 2014).

A forma livre da astaxantina é muito sensivel a oxidacao;
portanto, na natureza, este carotenoide normalmente existe conjugado as
proteinas, como em exoesqueletos de crustaceos, ou na forma de ésteres
de acidos graxos. Neste Gltimo caso, quando uma das hidroxilas reage
com uma cadeia de acido graxo, ha a formacdo de um mono-éster;
enquanto na sua forma di-éster ambas as hidroxilas dos aneis (3 e 3")
sdo esterificadas. A esterificacdo da astaxantina acontece apds a sua
biossintese em micro-organismos, consequentemente, aumentando a sua
solubilidade e estabilidade nos lipidios celulares no citoplasma. Na
microalga H. pluvialis, a astaxantina aparece esterificada principalmente
com o é&cido oleico (C18:1), além de outros acido graxos saturados
como o palmitico (C16:0), o estearico (C18:0), o nonadecanoico (C19:0)
e 0 araquidico (C20:0) (RENSTROM et al., 1981; YUAN et al., 2011).
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A presenca das hidroxilas também faz com que a astaxantina
possa existir na forma de diversos estereoisdmeros. Dependendo da
conformagdo desses grupamentos no centro quiral, trés isdmeros podem
ser formados: dois enantibmeros (3S e 3'S, 3R e 3'R) e um
mesoisémero (3R e 3°S) (Figura 6). Além disso, por possuir uma cadeia
poliénica com multiplas duplas ligagdes, isbmeros geométricos cis- ou
trans- de astaxantina também podem existir. Na astaxantina extraida da
H. pluvialis, o isdmero dptico predominante é o 3S, 3°S e 0 geométrico
¢ o da forma trans-, uma vez que a configuragdo cis- €
termodinamicamente mais instdvel (VECCHI; MULLER, 1979;
RENSTROM et al., 1981; YANG et al., 2013).

Figura 6. Estereoisomeros da molécula de astaxantina.

o (3R,3R)

Fonte: Adaptado de Wang; Armstrong; Chang (2008).

A astaxantina sintética é composta por uma mistura dos trés
esteroisdbmeros, em uma proporcao 1:2:1 da configuracdo 3S, 3'S; 3R,
3'S; 3R, 3'R, respectivamente. Essa diferenca estereoquimica entre a
astaxantina extraida naturalmente da microalga H. pluvialis e a
astaxantina sintética afeta significantemente a atividade antioxidante
deste composto. O isémero 3S, 3°S, presente quase em totalidade na
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forma natural, possui um alto poder antioxidante contra espécies
reativas de oxigénio. Devido a essa diferenca, estudos relatam que a
astaxantina natural possui uma atividade antioxidante de 14 a 55 vezes
maior que a sintética (CAPELLI; BAGCHI; CYSEWSKI, 2013).

Considerando os diferentes ésteres de astaxantina encontrados na
microalga H. pluvialis, a determinacdo precisa do teor deste pigmento,
principalmente em relagdo as formas esterificadas, é ainda um desafio,
uma vez que estas eluem em diferentes tempos de retengdo nos sistemas
cromatograficos, além de ndo apresentarem padrGes comerciais para
calibragdo (YUAN, 1999). Dessa forma, a saponificacdo dos pigmentos
obtidos nos processos de extracdo é recomendada para reduzir o nimero
de picos cromatograficos; simplificando, portanto, o processo de
guantificacdo (ITTAH; KANNER; GRANIT, 1993).

2.4.2.2 Propriedades bioldgicas

A astaxantina € um carotenoide que apresenta uma estrutura
singular, caracterizada pela presenca de duas extremidades polares em
uma cadeia poliénica ndo polar. Por essa razdo, a mesma apresenta uma
propriedade antioxidante excepcional, conferindo-a diversas atividades
bioldgicas (YANG et al., 2013). Os aneis ionona possuem uma potente
capacidade de capturar radicais livres e outros compostos oxidantes. Da
mesma forma, a série de duplas ligacdes conjugadas fornece a molécula
uma habilidade de remover elétrons desemparelhados dos radicais livres
e deslocar a sua energia eletronica via cadeia carbonada. Além disso, a
conformacdo polar-apolar-polar da astaxantina permite que a mesma se
alinhe verticalmente na membrana celular de forma precisa, abrangendo
tanto a parte polar da bicamada lipidica, como a parte apolar, conforme
demonstrado na Figura 7. Antioxidantes como o (3-caroteno e a vitamina
C se distribuem apenas na parte interna ou nas extremidades da
bicamada lipidica, respectivamente (GOTO et al., 2001; AMBATI et al.,
2014).
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Figura 7. Posicionamento (nico da molécula de astaxantina na bicamada
lipidica celular. Antioxidantes como o B-caroteno e a vitamina C se distribuem
apenas na parte interna e externa da membrana celular, respectivamente.

o farotene o &

extracelular
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Candas de Celular

dcidos graxos
(Hidrofobico)
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Citoplasma
(interior da célula)

Fonte: Adaptado de Ambati e colaboradores (2014).

A membrana celular é particularmente vulneravel ao ataque de
radicais livres e outros compostos oxidantes, devido ao seu contetido de
acidos graxos poli-insaturados e das suas atividades metabdlicas; as
quais geram endogenamente radicais livres. Com 0 seu posicionamento
singular, alinhada verticalmente & membrana celular, a astaxantina
proporciona uma acdo antioxidante, em que 0s mecanismos incluem:
neutralizacdo de radicais livres ao doar um elétron para elétrons
desemparelhados; ligagdo com o radical livre para formar um composto
ndo-reativo; conducgdo de elétrons ou energia eletronica para fora da
membrana e neutralizacdo de espécies reativas de nitrogénio, enxofre ou
carbono com a adicdo de atomos de oxigénio (KIDD, 2011; ZHANG et
al., 2014).

Um estudo realizado por McNulty e colaboradores (2007)
examinou o efeito dos carotenoides astaxantina, zeaxantina, luteina,
licopeno e [-caroteno nas taxas de peroxidacdo lipidica em membranas
enriquecidas com acidos graxos poli-insaturados, e correlacionou esses
resultados com aqueles obtidos em estudos de difracdo de raios-X. Ao
final, os autores demonstraram que, com excecdo da astaxantina, todos
0s carotenoides causaram uma desordem na bicamada lipidica e
agravaram o processo de peroxidacdo. Carotenoides mais apolares,
como o licopeno e B-caroteno, mostraram um potente efeito proé-
oxidante (> 85% de aumento nos niveis de peroxido), enquanto a
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astaxantina preservou a estrutura da membrana e exibiu uma significante
atividade antioxidante (diminui¢do de 40% nos niveis de peroxidos).
Em outros estudos prévios, a capacidade sequestradora de radicais livres
da astaxantina foi relatada como sendo dez vezes superior a de outros
carotenoides, como a zeaxantina, luteina, cantaxantina e -caroteno, e de
até 100 vezes superior quando comparada ao a-tocoferol (WIKI, 1991;
NAGUIB, 2000).

Os efeitos benéficos da astaxantina para a salde humana vém
sendo descritos por muitos autores, e estudos tém comprovado diversas
atividades bioldgicas atribuidas ao seu uso, especialmente aquelas que
atuam contra os processos foto-oxidativos ocasionados pela radia¢do
UV. Além disso, inimeras pesquisas tém conferido a astaxantina
atividades anti-inflamatdria, quimiopreventiva, hepatoprotetora e
imunomoduladora, além de atuar também na prevencdo de desordens
cardiovasculares e neurodegenerativas (TANAKA et al., 1995;
KAMATH et al., 2008; BHUVANESWARI et al., 2010; LU et al,,
2010; YOSHIDA et al, 2010; MONROY-RUIZ et al, 2011;
NAGARAJ et al., 2012; LIN et al., 2015; WEN et al., 2015; LIAO at al.,
2016; Jl et al., 2016; JIANG et al., 2016; YANG et al., 2016).

A exposicdo de lipidios e tecidos a radiacdo ultravioleta pode
levar & produgdo de radicais livres e danos foto-oxidativos.
Carotenoides, como a astaxantina, tém um papel importante na natureza
como fotoprotetor em tecidos expostos diretamente a luz solar. Na pele
humana, os danos oxidativos ocasionados por tal radiagdo ja foram
amplamente documentados e ha diversas evidéncias, principalmente in
vitro e em modelos animais, dos beneficios tdpicos da astaxantina como
antioxidante, quimiopreventivo e fotoprotetor (GUERIN et al., 2003).
Camera e colaboradores (2008) compararam o potencial fotoprotetor da
astaxantina com o dos carotenoides B-caroteno e cantaxantina, em
relacdo aos danos oxidativos e a expressdo de enzimas responsivas ao
estresse oxidativo, em fibroblastos humanos expostos & radiacdo UVA.
Neste estudo, 0s autores mostraram que a astaxantina exibe um
pronunciado efeito fotoprotetor, agindo contra todos os efeitos deletérios
analisados, como apoptose e morte celular, danos relacionados as
espécies reativas de oxigénio, integridade de membrana e atividade de
enzimas antioxidantes, mostrando-se superior aos outros carotenoides na
prevencdo das alteragdes foto-oxidativas.

Em outro estudo, Hama e colaboradores (2012) avaliaram a
atividade antioxidante in vitro de formulacBes lipossomais de
astaxantina, e mostraram que essa substancia possui uma potente acdo
contra o oxigénio singleto gerado pela irradiacdo de luz, em amostras
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contendo solucdo de rosa bengala. Além disso, a aplicagdo tdpica dessas
formulagBes in vivo foi capaz de inibir o dano celular, diminuir a
degradacdo de coldgeno e a producdo de melanina induzidas pela
radiagdo UV.

Rao e colaboradores (2013) examinaram o potencial antitumoral
da astaxantina livre e de seus mono- e di-ésteres, provenientes de
Haematococcus pluvialis, em modelo de cancer de pele induzido pelo
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) em ratos. O DMBA é conhecido
por gerar altos niveis de radicais livres e da enzima tirosinase, levando
ao aparecimento dos sintomas caracteristicos de pigmentacdo da pele e
iniciagdo do tumor. Através de acBes em multiplos alvos, como na
inibicdo do acimulo de espécies reativas de oxigénio e na inibi¢do da
atividade da enzima tirosinase, a astaxantina e seus ésteres foram
capazes de prevenir a proliferacdo descontrolada e o acimulo de
melandcitos e do pigmento melanina, comprovando a sua agdo
antitumoral.

Recentemente, Yoshihisa e colaboradores (2014) investigaram o
efeito protetor da astaxantina contra a apoptose celular induzida pela
radiacdo UV em queratindcitos, e relataram que a mesma é capaz de
inibir a apoptose através de processos como a reducado significativa da
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e
MIF, e a reducdo das enzimas Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e
cicloxigenase-2 (COX2), que estdo envolvidas na patogénese de muitas
doencas inflamatdrias.

2.4.2.3 AplicagBes comerciais

No cenario atual, a producdo de astaxantina tem se tornado uma
atividade de sucesso no campo da biotecnologia devido as suas
indmeras aplicacbes nas indUstrias alimenticia, farmacéutica e
nutracéutica. Nos Gltimos anos, tem se observado uma tendéncia no uso
de ingredientes naturais em alimentos, cosméticos e nutracéuticos, em
razdo da crescente preocupacdo com a seguranga do consumidor e nos
assuntos regulatorios a respeito da introducdo de produtos quimicos
sintéticos na cadeia alimentar humana (SHAH et al., 2016).

O principal mercado da astaxantina é como fonte de pigmento
para o cultivo de animais marinhos, majoritariamente de salméo e trutas.
Esse carotenoide é vendido por aproximadamente U$2.500/kg, com um
mercado mundial anual estimado em U$ 200 milhdes. Apesar de mais
de 95% do mercado consumir astaxantina sintética, a demanda dos
consumidores por produtos naturais tem promovido maiores esforcos
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para melhorar a producdo de astaxantina de fontes bioldgicas, abrindo
uma grande oportunidade para o cultivo da microalga Haematococcus
pluvialis (LORENZ; CYSEWSKI, 2000; DERNER et al., 2006). Essa
questdo é ainda estimulada pelo fato que a astaxantina sintética nédo
possui testes de seguranca para uso direto em humanos e ndo ha relatos
dos seus beneficios fisiologicos; logo, a mesma ndo possui registro em
nenhum d&rgdo regulatério no mundo para esse fim (CAPELLI;
BAGCHI; CYSEWSKI, 2013).

O uso da astaxantina como pigmento ja foi aprovado por diversos
orgdos regulamentares. No Japdo, o uso da Haematococcus pluvialis é
autorizado como fonte de pigmento vermelho natural para alimentos e
para racdo na aquicultura. Da mesma forma, na Unido Europeia a
astaxantina tem o seu uso aprovado como um aditivo alimenticio. Em
contraste, 0 uso da astaxantina e seus derivados como pigmento é
aprovado especificamente para alimentacdo de animais pelo Food and
Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (LORENZ;
CYSEWSKI, 2000; GREWE; GRIEHL, 2012; FDA, 2015). No Brasil, a
utilizacdo de astaxantina na ragéo para promog¢do de cor na musculatura
de pescados ¢ permitida, de acordo com a Resolucdo n° 1, de 7 de marco
de 2008 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Entretanto, como ndo dispomos de leis brasileiras sobre o
assunto, os procedimentos em relacdo & seguranga alimentar € baseada
em legislacdes internacionais (FERREIRA; ZAMITH; ABRANTES,
2014).

O mercado global da astaxantina derivada da H. pluvialis como
nutracéutico esta em crescente expansdo, em funcdo do aumento da
consciéncia do consumidor dos seus beneficios a salde. Na Unido
Europeia, 0 seu uso é aprovado como suplemento alimentar e em
cosmeéticos, entretanto, ndo hd uma autorizacdo da European Food
Safety Authority (EFSA) ou alguma aplicacédo terapéutica até o momento
(GREWE; GRIEHL, 2012). Nos Estados Unidos, o uso da astaxantina
como nutracéutico foi aprovado pelo FDA em 1999 e, em 2010, este
orgdo forneceu o status de “Geralmente Reconhecido como Seguro” (do
inglés, Generally Recognized As Safe - GRAS) a astaxantina extraida da
H. pluvialis (YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2014).

De acordo com a literatura, a astaxantina é disponibilizada no
mercado em produtos nas formas de cépsula, comprimido, biomassa,
creme, 6leo, bebida energética, entre outras. Além disso, diversas
aplicacBes da astaxantina ja foram patenteadas visando a prevencéao de
infeccOes bacterianas, problemas vasculares, cancer e doencas
cardiovasculares; inibicdo da peroxidacdo lipidica; redugdo do dano
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celular e da gordura corporal e melhoramento das fungdes cerebrais e da
firmeza da pele (AMBATI et al., 2014).

2.5 SISTEMAS NANOPARTICULADOS PARA LIBERACAO
TOPICA CUTANEA

A utilizacdo da via de administracdo cutanea apresenta vantagens
indiscutiveis, tanto para o tratamento topico de doencas de pele, quanto
para a liberacdo transdérmica de farmacos com foco em um efeito
sistémico. Todavia, a adequada permea¢do cutanea de compostos ativos
para produzir uma resposta terapéutica ainda € um grande desafio no
desenvolvimento de novos medicamentos e cosméticos. O estrato
cérneo, constituido por uma estrutura lipidica altamente ordenada, age
como a principal barreira protetora do corpo humano contra a perda
excessiva de agua, agentes tdxicos e micro-organismos. Neste sentido,
inimeras substancias ativas quando veiculadas em formas farmacéuticas
convencionais apresentam grande dificuldade de permear até camadas
mais profundas da pele, o que pode fazer com que somente doses
subterapéuticas de fato sejam liberadas, além de possibilitar o
surgimento de efeitos colaterais (SCHAFER-KORTING; MEHNERT,;
KORTING, 2007; SILVA et al., 2010).

Para superar esses obstaculos, o campo da tecnologia
farmacéutica tem se aprofundado no emprego de diferentes estratégias
para contornar as limitacbes impostas pela baixa permeacdo de
farmacos. Nos UGltimos anos, é possivel verificar um aumento
exponencial na pesquisa e aplicacdo nas areas de nanociéncia e
nanotecnologia. Os sistemas nanoparticulados tém atraido crescente
interesse de varios ramos da medicina por sua habilidade em liberar
farmacos em concentracdes 6timas diretamente no alvo de interesse,
oferecendo assim, uma melhora da eficicia terapéutica do farmaco,
diminuicédo dos efeitos colaterais e uma maior adesdo ao tratamento pelo
paciente. Tais sistemas sdo suspensdes coloidais, caracterizadas pelo
tamanho submicrométrico, podendo ser administrados por diferentes
vias, incluindo a intravenosa, oral, ocular, nasal, intramuscular,
intraperitoneal, cutdnea e subcutdanea (GUTERRES et al., 2007; DE
JONG; BORM, 2008).

O uso da nanotecnologia no desenvolvimento de novos sistemas
de liberacdo cutaneo de farmacos tem se tornado uma abordagem
promissora, uma vez que essa ferramenta acrescenta uma série de
vantagens quando comparada aos sistemas de liberagdo convencionais.
Dentre elas podemos citar 0 aumento da area superficial, aumento da
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solubilidade, a obtencéo de perfis de liberagdo controlados do principio
ativo, reducdo da irritacdo nos tecidos, protecdo contra processos
degradativos, elevacdo da concentragdo do farmaco no alvo de interesse,
além de promover um aumento na permeacdo através das camadas da
pele (ABLA,; SINGH; BANGA, 2016; ROBERTS et al., 2017).

H& uma grande variedade de sistemas nanoparticulados,
entretanto, os tipos mais comumente empregados na administragdo
cutinea de farmacos sdo as nanoparticulas poliméricas, as
nanoemulsbes, as nanoparticulas lipidicas solidas, os carreadores
lipidicos nanoestruturados e os lipossomas (GOYAL et al., 2015). De
uma forma geral, as nanoparticulas variam em termos de composic¢&o,
rigidez, estabilidade, perfis de liberacdo e habilidade de incorporar
substancias com diferentes solubilidades. A escolha do nanocarreador
depende, principalmente, das caracteristicas do farmaco a ser
encapsulado, como tamanho, solubilidade e carga, assim como da
finalidade e via de administracdo (VENUGANTI; PERUMAL, 2009;
DE ASSIS et al., 2012). A via de administracdo cutanea exige que as
particulas sejam de tamanhos pequenos, em torno de 200 nm, para uma
melhor permeacdo pelo estrato cdrneo; portanto, a tendéncia é escolher
nanocarreadores que promovam essa caracteristica, como as
nanoemuls6es e as nanoparticulas poliméricas (D"MELLO; DAS; DAS,
2009).

2.5.1 Nanocipsulas poliméricas

Nanoparticulas poliméricas sdo carreadores que apresentam um
polimero natural ou sintético em sua composicdo, podendo ser
chamados de nanocapsulas ou nanoesferas. As nanocapsulas sdo
sistemas vesiculares em que a substancia ativa é confinada em uma
cavidade preenchida por um nulcleo geralmente oleoso, sendo este
revestido por uma membrana polimérica. Esta cavidade pode conter a
substancia ativa no estado liquido ou sélido, ou como uma dispersdo
molecular. Em contraste, as nanoesferas sdo sistemas em que a
substancia ativa se encontra fisicamente e uniformemente dispersa em
uma matriz polimérica. Ainda, levando em consideracdo as limitacdes
operacionais nos métodos de preparo, o farmaco a ser encapsulado pode
ser encontrado também adsorvido na superficie das nanoparticulas ou
embebido no revestimento polimérico (GUTERRES et al.,, 2007;
MORA-HUERTAS et al., 2010). Uma representacdo esquematica da
estrutura das nanoparticulas poliméricas encontra-se na Figura 8.
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Figura 8. Representacdo esquemdtica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas.
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Fonte: Schaffazick e colaboradores (2003).

Diversos polimeros sintéticos e macromoléculas naturais tém sido
amplamente pesquisados como materiais para a producdo das
nanoparticulas poliméricas. Dentre as vantagens que os polimeros
sintéticos possuem em relacdo aos naturais, pode-se citar a sua alta
pureza e a reprodutibilidade na composi¢cdo. Neste grupo, a familia dos
poliésteres como o poli-acido latico (PLA); a poli e-caprolactona (PCL)
e o poli-acido latico-co-glicolico (PLGA) sdo de interesse na area
farmacéutica devido as suas propriedades de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. O PLGA, em particular, possui o diferencial de ser
aprovado pelo FDA para terapia em humanos (ASTETE; SABLIOV,
2006).

As nanocapsulas, quando comparada a outros sistemas
nanoparticulados, mostram-se mais promissoras por apresentarem uma
série de vantagens. Além do seu tamanho nanométrico, que permite uma
maior captura intracelular das substancias encapsuladas, e de sua
capacidade de promover a penetragao até as camadas mais profundas da
pele, as nanocapsulas também sdo capazes de proteger a substancia ativa
frente a oxidacdo devido a presenca do revestimento polimérico, de
transportar substancias insollveis em agua com altos niveis de eficiéncia
de encapsulacdo e de promover um controle da liberacdo (MORA-
HUERTAS et al., 2010).

2.5.1.1 Preparo e caracterizagdo

As nanocapsulas poliméricas tém sido extensivamente estudadas
como carreadores de fArmacos na area farmacéutica e diferentes grupos
de pesquisas tém publicado trabalhos a respeito das técnicas de preparo
e caracterizacdo desses sistemas de liberacdo, assim como dos
mecanismos de formacgdo (FESSI et al., 1989; QUINTANAR-
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GUERRERO et al., 1998). A escolha de uma determinada técnica de
preparo depende da natureza do polimero empregado, da natureza do
farmaco a ser encapsulado, e da finalidade e da duracéo terapéutica de
interesse. De uma forma geral, h& seis técnicas classicas: deposicédo
interfacial do polimero pré-formado, emulsificacdo-difusdo, dupla
emulsificacdo, emulsificacdo-coacervacdo, revestimento de polimero e
automontagem (D"MELLO et al., 2009).

A deposicdo interfacial do polimero pré-formado, também
chamada de nanoprecipitacdo, é considerada uma das primeiras técnicas
usadas para encapsulacdo de farmacos, tendo sida descrita inicialmente
por Fessi e colaboradores (1989). Desde o seu desenvolvimento, a
técnica é a mais comumente utilizada para formula¢do de nanocépsulas
poliméricas para uso cutaneo, principalmente visando a encapsulacao de
compostos lipofilicos. O grande interesse na nanoprecipitacdo deve-se a
uma série de vantagens quando comparada a outros métodos de
encapsulacdo, incluindo a sua simplicidade, facil escalonamento e boa
reprodutibilidade, evita a utilizacdo de solventes clorados mais toxicos,
leva a obtencdo de particulas com tamanho submicrométrico e
distribuicdo unimodal e, por fim, ndo ha a necessidade de utilizar alta
energia (LASSALE; FERREIRA, 2007).

Nesse método, a obtengdo de nanocépsulas € baseada na adi¢éo
de uma fase orgénica contendo o polimero, a substancia ativa, o 6leo e
um tensoativo lipofilico em uma fase ndo solvente (aquosa),
frequentemente adicionada de um ou mais tensoativos hidrofilicos. As
nanocapsulas sdo obtidas como uma suspensao coloidal quando a fase
organica é adicionada vagarosamente e com agitacdo moderada a fase
aquosa (MORA-HUERTAS et al., 2010; MILADI et al., 2016). Um
esquema da técnica da nanoprecipitagao € mostrado na Figura 9.

Figura 9. Esquema do preparo de nanocapsulas poliméricas pelo método da
nanoprecipitagao.
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Fonte. Adaptado de Guterres e colaboradores (2007).
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O processo de preparacdo de nanocapsulas, aparentemente
simples, pode envolver um complexo fendmeno hidrodindmico
interfacial. A adicdo da solugdo organica a fase aquosa resulta em uma
emulsificacdo espontanea do 6leo na forma de nanogotas, devido a uma
provavel instabilidade interfacial criada pela rapida difusdo do solvente
organico e pelo decréscimo significativo da tensdo interfacial.
Consequentemente, o solvente se desloca das regifes com baixa tensdo
superficial e o polimero tende a se agregar na superficie do 6leo e
formar as nanocapsulas (FESSI et al., 1989; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998).

Os critérios para selecdo do dleo utilizado na fase orgénica séo a
auséncia de toxicidade, alta capacidade de dissolu¢do do farmaco de
interesse, baixa solubilidade no polimero e vice-versa, e auséncia de
incompatibilidade quimica com o polimero. Em geral, os 6leos mais
utilizados sdo 0s que apresentam acidos graxos saturados, insaturados e
ésteres de acidos graxos em sua composicdo, como os triglicerideos de
cadeia média (BLOUZA et al., 2006).

Os surfactantes apresentam como fungdo a reducdo da tensdo
superficial entre a 4gua e o 6leo. Portanto, para a obtencdo de goticulas
de 6leo pequenas e estaveis em suspensao, é necessaria a adicdo desse
agente estabilizador. Dependendo da natureza do tensoativo, as
nanocépsulas podem ser estabilizadas tanto por repulséo estérica como
eletrostatica (MOSQUEIRA et al., 2000). Assim como na escolha do
6leo, a selegdo desses componentes deve levar em consideragdo ndo so a
estabilidade da formulagdo, mas também a auséncia de toxicidade. Os
tensoativos ndo-ibnicos, anfotéricos e suas combinagdes sdo
empregados com frequéncia na estabilizacdo das formulacdes de
nanocépsulas. Na fase aquosa, 0s tensoativos mais utilizados séo o
poloxamer 188 e o polissorbato 80 (Tween 80). Na fase organica, 0s
fosfolipidios, como as lecitinas, e os ésteres de sorbitano sdo os mais
citados na literatura. As lecitinas, em particular, sdo amplamente
utilizadas na area farmacéutica e cosmética por serem atoxicas e
biocompativeis, além conferirem um alto valor de potencial zeta
negativo &s particulas (GREF; COUVREUR, 2002; MORA-HUERTAS
etal., 2010).

Existem diversos parametros que podem afetar a obtencdo de
nanoparticulas com as caracteristicas fisico-quimicas desejadas, alta
eficiéncia de encapsulacéo e controle de liberacdo do farmaco, tais como
a solubilidade e concentragdo do farmaco a ser encapsulado, o tipo do
polimero e sua concentragdo, a sua massa molecular, composi¢do dos
copolimeros, pH, temperatura, proporcdo fase organica/aquosa,
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velocidade de agitacdo, entre outros. Consequentemente, um
conhecimento profundo desses parametros experimentais envolvidos em
cada método de preparo é crucial, assim como o efeito produzido pelas
suas mudangas nas caracteristicas da particula a ser obtida (LASSALLE;
FERREIRA, 2007; D"MELLO et al., 2009).

A caracterizacdo das suspensfes coloidais de nanocapsulas
poliméricas é realizada a fim de monitorar o desenvolvimento de novas
formulagBes, bem como verificar a sua estabilidade ao longo do tempo.
A determinacdo do tamanho médio da particula e a sua distribuicéo
granulonométrica deve ser a primeira informacao a ser obtida, pois esses
fatores séo os principais determinantes da biodistribui¢do e retencdo de
nanoparticulas em tecidos alvos. A espectroscopia de correlacdo
fotdnica, também chamada de espalhamento de luz dindmico, é a técnica
normalmente utilizada para esse fim (CHO et al., 2013).

A avaliacdo morfoldgica das nanoparticulas é feita usualmente
através da microscopia eletronica de transmissdo (MET), uma vez que
essa técnica possibilita ndo s6 a obtencdo de informacGes relativas ao
tamanho e a forma, como também permite uma diferenciacdo entre a
formacdo de nanocdapsulas e nanoesferas e a determinacdo da espessura
da parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003).

O valor do potencial zeta reflete o potencial da superficie das
particulas, o qual é determinado por técnicas de eletroforese. Esse
parametro é influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em fungdo da dissociacdo de grupos funcionais associados a
superficie da particula ou da adsor¢do de espécies ibnicas presentes no
meio aquoso da disperséo. Os fosfolipidios, os poloxamers (tensoativos
ndo-ibnicos) e os polimeros constituintes das nanocépsulas sé&o os
principais componentes presentes na formulagéo capazes de influenciar
0 potencial zeta. Os poliésters e a lecitina, especialmente, fornecem um
potencial zeta negativo a interface, enquanto que os poloxamers tendem
a reduzir o valor absoluto desse pardmetro. Em maédulo, um valor de
potencial zeta relativamente alto é importante para uma boa estabilidade
fisico-quimica da suspensao coloidal, uma vez que as forcas repulsivas
entre particulas com elevada carga superficial tendem a evitar a
agregacdo das mesmas (SOPPIMATH et al., 2001; SCHAFFAZICK et
al., 2003).

2.6 INOVACOES TECNOLOGICAS

A astaxantina é uma substancia reconhecida por seu potencial
antioxidante singular, o que garante a esta molécula inimeras atividades
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bioldgicas. Contudo, a sua baixa estabilidade e solubilidade aquosa
resultam na reducdo da sua biodisponibilidade e de sua atividade
antioxidante, o que restringe significantemente a sua aplicacdo nos
campos da medicina, cosméticos e alimentos funcionais. Dessa forma,
estratégias tecnoldgicas visando melhorar as suas propriedades
biofarmacéuticas e fornecer uma protecdo frente a processos
degradativos tém sido propostas (ANARJAN et al., 2013; WANG et al.,
2017). Kittikaiwan e colaboradores (2007) revestiram peletes contendo a
biomassa de Haematococcus pluvialis com filmes de quitosana e
avaliaram o seu efeito na estabilidade fisico-quimica da astaxantina sob
diferentes condi¢Bes de armazenamento. Como resultado, foi relatado
gue houve apenas 3,0% de perda da atividade antioxidante apds o
processo de encapsulacdo, e que o estudo de estabilidade a longo-prazo
indicou que a presenca do filme de quitosana foi capaz de proteger as
células da alga contra o estresse oxidativo.

Em outro estudo, Tachaprutinun e colaboradores (2009)
desenvolveram nanoesferas poliméricas contendo astaxantina a fim de
verificar o potencial da nanoencapsulagdo na prevencao da degradacéo
térmica. As nanoesferas foram preparadas pela técnica de deslocamento
do solvente usando trés polimeros: o poli(oxido de etileno)-4-
metoxicinamoilftaloilquitosana (PCPLC), o é&lcool polivinilico-co-vinil-
4-metoxicinamato (PB4) e a etilcelulose (EC). Entre os trés polimeros
estudados, a PCPLC permitiu obter nanoesferas de cerca de 300 nm com
98% de eficiéncia de encapsulacdo e 40% de teor de astaxantina. Os
autores mostraram por meio de técnicas de RMN e espectroscopia
UV/Vis, que quando submetidas a temperatura de 70 °C por 2 h em
meio aquoso, a astaxantina nanoencapsulada sofreu degradagéo térmica
minima da funcionalidade olefinica, enquanto que as moléculas do
pigmento livre foram quase completamente destruidas.

Peng e colaboradores (2010) formularam lipossomas de
astaxantina com o objetivo de investigar se esse sistema poderia
melhorar a solubilidade aquosa desse carotenoide e, consequentemente,
a sua biodisponibilidade. Lipossomas de fosfatidilcolina contendo
astaxantina foram preparados e testados em células de linhagem de
hepatoma (Hep3B e HepG2). Os autores mostraram que o tempo de
transporte da astaxantina encapsulada para o interior das células foi
reduzido significantemente, ativando de modo mais eficiente as enzimas
antioxidantes, como a superdxido dismutase, catalase e glutationa S-
transferase, do que a astaxantina livre. Além disso, quando combinada a
terapia com radiacdo gama, a astaxantina encapsulada desencadeou o
bloqueio da fase subG1 do ciclo celular de modo dose dependente. Os
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autores concluiram que os lipossomas contendo astaxantina tém
potencial para aumentar a biodisponibilidade da astaxantina e atuar
como terapia adjuvante na radioterapia gama.

Affandi e colaboradores (2011) desenvolveram nanoemulsdes de
astaxantina visando melhorar a biodisponibilidade da mesma. Para
otimizar o processo de producdo, os autores exploraram o efeito de
diversos parametros, como condi¢cdes de homogeneizacdo e tipo e
concentracdo de tensoativo, nas propriedades fisico-quimicas das
formulagbes. Além disso, foi avaliada a estabilidade da formulacéo
otimizada nas temperaturas de 5,0 °C e 25 °C com umidade relativa de
60% e a 40 °C com umidade relativa de 75%, por um periodo de 3
meses. A formulacdo que apresentou as melhores caracteristicas foi
obtida com velocidade de homogeneizagdo de 9000 RPM durante 5 min,
com alta pressdo (800 bar) e em 5 ciclos; composta de 4,0% de
tensoativo, 16% de Oleo e 80% de agua. O estudo de estabilidade da
nanoemulsdo de astaxantina demonstrou que a mesma permaneceu
estavel em relagdo ao teor de principio ativo e as propriedades fisico-
guimicas durante todo o processo de producdo e armazenamento, em
todas as condicOGes analisadas. Assim, esse resultado evidenciou o
potencial de sistemas nanoemulsionados em aumentar a
biodisponibilidade de substancias labeis de carater lipofilico.

Da mesma maneira, Tamjidi e colaboradores (2014) formularam
e caracterizaram carreadores lipidicos nanoestruturados de astaxantina,
como uma alternativa para contornar a sua baixa solubilidade aquosa,
baixa biodisponibilidade e sua instabilidade quimica. Diferentes lipidios
liquidos e sélidos foram investigados, a fim de selecionar os mais
apropriados para elaboracdo desses sistemas carreadores, e a influencia
dos componentes da formulagcéo nas suas caracteristicas fisico-quimicas
foram avaliados através da metodologia de superficie de resposta. Os
nanocarreadores lipidicos foram preparados pela técnica da
emulsificacdo & quente seguida por sonicagdo, o Tween 80 e a lecitina
de soja foram empregados como emulsificantes, e 0 acido oleico e o
behenato de glicerila foram os lipidios selecionados. Como resultado,
verificou-se que a proporcéo de Tween 80 com a fase lipidica e o teor de
acido oleico na mistura de lipidios, como varidveis independentes,
tiveram um efeito significante nas caracteristicas fisicas na formulacéao
recém preparada e na estabilidade da mesma durante o armazenamento.
Por fim, os autores relataram que a formulacdo obtida pode ser
potencialmente explorada como um sistema nanocarreador com
apropriada estabilidade para a liberagdo de astaxantina em alimentos,
bebidas e produtos farmacéuticos.
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Recentemente, Wang e colaboradores (2017) preparam
nanocarreadores constituidos de quitosana e DNA de esperma de salméo
e investigaram a captura celular e a capacidade antioxidante da
astaxantina nanoencapsulada. Nesse estudo, 0s nanocarreadores
demonstraram uma atividade protetora mais potente contra o dano
celular oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio em células
Caco-2, quando comparada com a astaxantina livre, melhorando a
viabilidade celular. Além disso, os nanocarreadores foram facilmente
engolfados pelas células Caco-2 em um curto periodo, sugerindo que a
astaxantina encapsulada poderia ser absorvida por endocitose pelas
células epiteliais intestinais.

Além das estratégias acima mencionadas, outras modificagdes
tecnologicas aplicadas a molécula de astaxantina também ja foram
descritas, como a complexagdo com p-ciclodextrina (YUAN et al.,
2008) e 0 aumento do carater hidrofilico através da formacao de um sal
(HIX et al., 2005; LOCKWOOD; GROSS, 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

311

3.1.2

3.13

Matérias-primas

2,2- Difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich, EUA);
Acetato de vitamina E (Pharmanostra, Brasil);
Trans-astaxantina 98% (Sigma-Aldrich, EUA);

Hidroxido de sodio P. A. (Alphatec, Brasil);

Lauril sulfato de sddio (Vetec, Brasil);

Lecitina de soja, 100% de fosfatidilcolina (Lipoid S100, Lipoid
GmbH, Alemanha);

PLGA (50:50) 7.000-17.000 Da (Sigma-Aldrich, EUA);
Policaprolactona 10.000 Da (Sigma-Aldrich, EUA);

Poloxamer 407 (Sigma-Aldrich, EUA);

Triglicerideos de acido céaprico/caprilico (Pharmanostra, Brasil);
Tween 80/Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich, EUA);

Solventes e reagentes

Acetona P.A. (Vetec, Brasil);

Diclorometano P. A. (Merck Millipore, Alemanha);
Etanol 96% P. A. (ApliChem GmbH, Alemanha);
Eter de petr6leo P. A. (Vetec, Brasil);

Metanol grau CLAE (ApliChem GmbH, Alemanha);

Equipamentos

Balanga analitica AUW220D (Shimadzu, Jap&o);

Centrifuga (Thermo Scientific, EUA);

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Japao);
Espectrofotdmetro UV/Visivel UV-1800 (Shimadzu, Japao);
LUMiSizer (LUM Gmbh, Alemanha);

Potencidmetro (Oakton, EUA);

Rebmetro Brookfield RVDV-III PLUS (Brookfield Engineering
Laboratories, EUA);

Rotaevaporador R-300 (Buchi, Suica);

Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Reino Unido);
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3.2 METODOS

3.21 Preparo da solucdo extrativa a partir da microalga
Haematococcus pluvialis

A biomassa liofilizada da microalga Haematococcus pluvialis
utilizada para o preparo da solugdo extrativa foi cedida pelo Professor
Dr. Roberto Bianchini Derner, do Laboratdrio de Cultivo de Algas no
Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC.

A extracdo de carotenoides a partir da biomassa de H. pluvialis
foi realizada por uma técnica de ruptura celular seguida por uma
extracdo com solventes, conforme o método descrito por Mezzomo e
colaboradores (2011). Para a preparacdo da solugdo extrativa, foram
pesados 5 g de biomassa e adicionados 200 mL de uma mistura de éter
de petréleo:acetona:agua (15:75:10 V/V/V) como liquido extrator. Essa
mistura foi colocada em um banho de ultrassom por 20 min, a fim de
romper a rigida parede celular da microalga. A mistura foi entdo
mantida sob agitacdo magnética por 24 h a 5,0 °C, protegida da luz.
Ap0s essa etapa, a mistura foi centrifugada a 3.000 RPM durante 6 min,
sendo o sobrenadante coletado. Os procedimentos de agitagcdo magnética
e centrifugacdo foram repetidos até que o sobrenadante se tornasse
incolor. Os sobrenadantes foram reunidos e, por fim, a solucéo extrativa
de H. pluvialis (SE) obtida foi armazenada em frasco ambar a -20 °C.

3.2.2 Caracterizacao da solugdo extrativa de H. pluvialis
3.2.2.1 Determinacédo de teor de residuo seco

O teor de residuo seco foi determinado conforme metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira (FARMACOPEIA, 2010). Nessa
andlise, 10 g de solucdo extrativa foram colocados em pesa-filtros
previamente tarados, e submetidos & evaporagcdo em banho-maria até
secura. O residuo restante foi colocado em estufa em torno de 105 °C
por aproximadamente 3 h, resfriado em dessecador e pesado. Os valores
de residuo seco (RS) foram determinados em porcentagem conforme
Equacéo 1.

RS(%) = =L x 100 1)
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Em que ms é a massa da solucéo extrativa em gramas ap0s a evaporagao
e secagem e m; é massa inicial da solucdo extrativa em gramas. O
resultado foi expresso pela média de trés determinacdes.

3.2.2.2 Determinacédo do pH

A determinagdo do pH da solugdo extrativa foi realizada em
potenciémetro previamente calibrado com solugdes tampdo pH 4,0 e
7,0. Os resultados equivalem a média de trés determinacdes.

3.2.2.3 Determinacdo do teor de carotenoides totais

A determinacdo do teor de carotenoides totais foi realizada por
método espectrofotométrico, conforme descrito em Nobre e
colaboradores (2006). Para o preparo da amostra, 1,0 mL da solucdo
extrativa foi levada a secura em evaporador rotatério sob pressao
reduzida, o residuo obtido foi dissolvido em acetona e transferido para
um baldo volumétrico de 25,0 mL, sendo o volume final completado
com o mesmo solvente.

As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro UV/Vis,
primeiramente na faixa de comprimento de onda de 320 a 700 nm, a fim
de verificar o comprimento de onda de absor¢do méaxima da astaxantina.
Apos a selecdo do comprimento de onda, as amostras foram analisadas
utilizando acetona como branco. O teor de carotenoides totais (CT) foi
calculado conforme Equagéo 2,

AX25
EX %100

lcm

CT = (2)

em que A é a absorbancia obtida no comprimento de onda de absorcédo
méxima da astaxantina e E1 %, é o coeficiente de extingdo especifico da
astaxantina em acetona ou 2198 (100 mL g'cm™). O resultado foi

expresso pela média de trés determinacdes.
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3.2.2.4 Desenvolvimento e validacdo de método de cromatografia
liquida para determinacéo do teor de astaxantina livre

3.2.2.4.1 Condicbes cromatograficas

O teor de astaxantina livre foi determinado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme metodologia descrita por
Anarjan e colaboradores (2012), com modificagdes. As analises foram
realizadas em cromatégrafo LC-20AD (Shimadzu, Japdo) equipado com
uma bomba binaria LC-20AD e acoplado com um detector de arranjo de
fotodiodos SPD-M20A 206 (DAD). Os experimentos foram realizados
em modo de fase reversa, utilizando uma coluna Hypersil GOLD C18
(150 x 4,6 mm, 5,0 um) (Thermo Scientific®, EUA), com temperatura
de forno a 29 °C. O sistema foi operado em modo gradiente com fase
movel constituida de diferentes proporcdes de solugdo de acido férmico
0,1% e metanol em fluxo de 1,0 mL/min, conforme descrito na Tabela
1. O volume de injecdo foi de 20 pL e os cromatogramas foram obtidos
no comprimento de onda de 475 nm, com monitoramento dos espectros
de UV/Vis na faixa de 320 a 500 nm. A aquisicdo dos dados foi
realizada utilizando o software LCsolution.

A validacdo da metodologia foi realizada com base nos
pardmetros de linearidade, precisdo, exatiddo e robustez descritos no
“Guia para a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”
(Resolugdo RE 899/2003) e no guia da ICH (2005), reconhecido e
adotado por érgdos regulatérios internacionais.

Tabela 1. Condigoes utilizadas no modo gradiente de elui¢do para determinacéo
do teor de astaxantina livre por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Solucéo de acido

Tempo Fluxo P Metanol
(minsj (mL/min) fomz{?/ovg'l% (%)
0-4 1,0 15 85
4-14 1,0 0 100
14-17 1,0 0 100
17-22 1,0 15 85

3.2.2.4.2 Preparo da amostra

Para a determinacdo do teor de astaxantina livre, uma aliquota de
5,0 mL da solugdo extrativa de H. pluvialis foi submetida a evaporagédo
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sob pressdo reduzida até secura. O residuo obtido foi entdo dissolvido
em uma mistura de diclorometano:metanol (25:75, V/V), transferido
para um baldo volumétrico de 5,0 mL e o volume final foi completado
com a mesma mistura de solventes. Todas as amostras foram filtradas
com membrana de 0,45 um (PVDP, Millipore, EUA) anteriormente a
analise.

3.2.2.4.3 Validacéo da metodologia analitica
3.2.2.4.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construgéo
de trés curvas de calibracdo, em trés dias diferentes. Para o preparo da
solucdo estoque, 1,0 mg de astaxantina padrdo, exatamente pesado, foi
dissolvido em 6,25 mL de diclorometano em um bal@o volumétrico de
25,0 mL, sendo o volume final completado com metanol. A partir desta
solucdo, solugbes de astaxantina nas concentragdes de 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 ug/mL foram preparadas usando metanol como
solvente. Todas as solugdes foram mantidas sob atmosfera de nitrogénio
até o momento da andlise. As solu¢des foram analisadas por CLAE
conforme condigdes cromatograficas descritas em 3.2.2.4.1.

Gréficos da area do pico da astaxantina versus concentragdo
foram construidos e o coeficiente de determinacdo e a equacdo da reta
foram obtidos pelo método dos minimos quadrados.

3.2.2.4.3.2 Limite de detec¢do e limite de quantificagdo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
calculados utilizando as Equagdes 3 e 4, respectivamente:

_ DPL x3,3

LD =~ ©)
DP;x10
LQ == @)

Onde: DP; corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo y
obtido a partir das trés curvas de calibracdo e IC corresponde a
inclinacédo da reta.
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3.2.2.4.3.3 Precisédo

A precisdo do método foi avaliada através dos ensaios de
repetibilidade (intradia) e precisdo intermediaria (interdia). A
repetibilidade foi avaliada apds analise de seis amostras da solugdo
extrativa de H. pluvialis no mesmo dia. A precisdo intermediaria foi
avaliada pela andlise de seis amostras em trés dias diferentes. A precisdo
foi expressa como porcentagem do desvio padrdo relativo (DPR %)
entre as analises.

3.2.2.4.3.4 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo do método, solucbes padrdes de
astaxantina em trés niveis de concentracdo (niveis baixo, médio e alto)
foram preparadas usando diclorometano:metanol como solvente (25:75,
VIV). Uma aliquota de 500 pL de cada uma destas solucGes foi
adicionada a 500 pL de amostras da solucdo extrativa de H. pluvialis.
Todas as solugbes preparadas foram mantidas sob atmosfera de
nitrogénio até o momento da analise. Cada nivel foi avaliado em
triplicata e a exatiddo do método foi estimada pela quantidade de
astaxantina recuperada (R%) ap6s adigdo da solugdo padrdo na amostra,
conforme a Equago 5:

R(%) = 222X 100 ©)

teor .

em que Cyp. corresponde & concentracdo média de astaxantina (pg/mL)
encontrada na solucdo extrativa ap6s a adicdo do padrdo e
Cieor.cOrresponde a concentracao tedrica.

3.2.2.4.3.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da anélise da solugdo
extrativa de H. pluvialis apds pequenas variacbes nas condicoes
cromatogréaficas, conforme mostrado na Tabela 2. Os resultados foram
avaliados quanto ao tempo de retencdo e teor de astaxantina livre na
amostra.
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Tabela 2. Pardmetros avaliados para determinacéo da robustez da metodologia
analitica para determinacdo do teor de astaxantina livre por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Parametro Nivel Inferior Nivel Superior
Comprimento de onda 473 477

(nm)

;I;ér;peratura do forno 27 31

3.2.2.5 Determinacdo do teor de astaxantina total na solugdo extrativa
de H. pluvialis

O teor de astaxantina total na solucdo extrativa de H. pluvialis foi
determinado apds hidrdlise dos ésteres de astaxantina, conforme
metodologia descrita por Yuan (1999). Primeiramente, 50 mL da
solucdo extrativa foram evaporados até secura em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida. O residuo obtido foi dissolvido em uma mistura
de diclorometano:metanol (25:75 V/V), transferido para um baldo
volumétrico de 5,0 mL e o volume final foi completado com a mesma
mistura de solventes. Em seguida, 1,0 mL de uma solugdo metanolica de
hidréxido de sédio 0,09 M foi adicionado a amostra (proporcdo 1:5
V/V) e essa mistura (6,0 mL) foi concentrada para 5,0 mL sob injecdo
de nitrogénio. A mistura foi mantida em temperatura ambiente,
protegida da luz e sob atmosfera de nitrogénio. Em intervalos de tempo
pré-determinados, aliquotas da mistura foram coletadas, diluidas 10
vezes com metanol e analisadas por metodologia analitica de
CLAE/DAD, conforme condices descritas em 3.2.2.4.1.

A estabilidade da astaxantina livre durante a reacdo de
saponificagdo foi avaliada empregando uma solucdo padrdo de
astaxantina 4,0 pg/mL, a qual foi submetida as mesmas condi¢des de
hidrélise descritas acima. Em intervalos de tempo pré-determinados,
aliquotas da solucdo de astaxantina foram coletadas, diluidas 10 vezes
com metanol e analisadas por metodologia analitica de CLAE/DAD,
conforme condigdes descritas em 3.2.2.4.1. Todos 0s experimentos
foram realizados em triplicata e a analise estatistica foi realizada através
da analise de variancia (ANOVA), seguida pelo poés-teste de Bonferroni.
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3.2.3 Desenvolvimento das nanocapsulas poliméricas
3.2.3.1 Preparo de nanocapsulas brancas (sem carotenoides)

As nanocéapsulas poliméricas foram preparadas pelo método da
deposicdo interfacial do polimero pré-formado (nanoprecipitacdo),
descrito por Fessi e colaboradores (1989). Brevemente, 100 mg de
policaprolactona (PCL) e 250 pL de uma mistura de triglicerideos de
acido caprico/caprilico (TCM) foram adicionados em um baldo
volumétrico de 25,0 mL e dissolvidos com acetona com auxilio de
banho ultrassénico. Em seguida, 1,5 mL de uma solucéo de lecitina de
soja 50 mg/mL, previamente solubilizada em uma solucéo de etanol:
acetona (30:70; V/V), foram adicionados ao baldo volumétrico e o
volume final completado com acetona. Os 25 mL de solucdo orgénica
resultante foi entdo vertida, com o auxilio de uma seringa, a 40 mL de
uma fase aquosa contendo polissorbato 80 (Tween 80), nas
concentrag@es 0,25, 0,5 e 1,0% (m/V, do volume final), sob agitacdo
magneética, a temperatura ambiente e protegida da luz.

As suspens@es coloidais obtidas foram submetidas a evaporacédo
sob pressdo reduzida para remocédo do solvente organico e concentracdo
até o volume final de 10 mL. Posteriormente, as suspensdes foram
filtradas através de papel-filtro quantitativo com tamanho de poro de 8,0
pKm e armazenadas em frasco &mbar a temperatura de 5,0 °C. Todas as
formulagdes foram preparadas em triplicata. A composic¢do final das
formulages de nanocéapsulas brancas encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao final das formulacgdes brancas.

Formulacéo NCB-Ty 5 NCB-Tos0 NCB-Ty,
PCL (mg) 100 100 100
Lecitina' (mg) 75 75 75
MCT (uL) 250 250 250
Tween 80 (%) 0,25 0,5 1,0
Agua gsp (mL) 10 10 10

'Foi utilizada uma solucdo de lecitina 50 mg/mL previamente dissolvida em
uma mistura de etanol:acetona (30:70, V/V).
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3.2.3.2 Preparo das nanocapsulas poliméricas contendo carotenoides de
H. pluvialis

Inicialmente, uma quantidade pré-definida de solucdo extrativa de
H. pluvialis foi submetida a evaporacéo sob pressao reduzida até secura.
O residuo obtido foi entdo dissolvido em acetona, transferido para um
baldo volumétrico e o volume foi completado com o mesmo solvente.
Esta solucéo foi denominada SE.

A preparacdo das nanocépsulas foi realizada conforme descrito
em 3.2.3.1, com a diferenga que quantidades distintas de SE foram
adicionadas & fase organica da formulagdo e a concentragdo de
polissorbato 80 (Tween 80) na fase aquosa foi mantida em 0,5% (m/V,
do volume final). Nessa etapa também foi adicionado 0,1% (V/V, do
volume final) do antioxidante acetato de vitamina E, com o objetivo de
auxiliar na protecdo dos carotenoides contra 0S processos oxidativos.
Além disso, o polimero poli-acido latico-co-acido glicélico (PLGA)
também foi testado. As formulagBGes foram preparadas em triplicata,
protegidas da luz e armazenadas em frasco ambar a temperatura de 5,0
°C. A composicdo final das formulagfes de nanocapsulas contendo os
carotenoides é mostrada na Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo final das formulagbes de nanocépsulas contendo
carotenoides da microalga Haematococcus pluvialis.

Formulacbes NC-SE; 5 NC-SE g NC-SE,;
PCL ou PLGA (mg) 100 100 100
Lecitina! (mg) 75 75 75
MCT (ul) 250 250 250
Vit E (%) 0,1 0,1 0,1
SE2 (mL) 15 18 21
Tween 80 (%) 0,5 0,5 0,5
Agua gsp (mL) 10 10 10

'Foi utilizada uma solugdo de lecitina 50 mg/mL previamente dissolvida em
uma mistura de etanol:acetona (30:70, V/V).
’SE: Solug#o extrativa de H. pluvialis em acetona.

3.24 Caracterizacdo quimica e fisico-quimica das nanocapsulas
poliméricas
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3.2.4.1 Determinacgdo do diametro médio, distribuicdo granulométrica e
potencial zeta

O didmetro médio das nanoparticulas foi determinado por
espectroscopia de correlagdo fotbnica e o potencial zeta por
anemometria laser Doppler, utilizando o equipamento Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, Reino Unido). Ambas as analises foram
realizadas a 25 °C, apds diluicdo apropriada da amostra (1:200 V/V) em
agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA). Para a determinacdo do
diametro médio e distribuicdo granulométrica, as analises foram
realizadas através de um angulo fixo de deteccdo a 173°. Nas anélises do
potencial zeta, as amostras foram colocadas em células eletroforéticas
com um potencial de £ 150 mV, sendo os valores potenciais calculados
como a média dos valores da mobilidade eletroforética utilizando a
equacdo de Smoluchowski (SZQ et al., 2003).

3.2.4.2 Avaliacdo da morfologia

A morfologia das nanocépsulas foi avaliada por Microscopia
Eletrbnica de Transmissdao (MET), utilizando um microscépio JEM-
1011-100 kv (Téquio, Japdo) no Centro de Microscopia Eletronica da
UFSC. As amostras foram depositadas em grids de cobre de 200-mesh
revestidos com carbono, secas a temperatura ambiente e coradas com
solucdo aquosa de acido fosfotlngstico 0,5% (m/V). As amostras foram
visualizadas com aumentos de 15.000 a 120.000 vezes.

3.2.4.3 Determinacéo do teor de carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi determinado por
espectrofotometria no visivel, conforme metodologia previamente
descrita em 3.2.2.3. Uma aliquota de 1,0 mL de cada uma das
suspensdes de nanocapsulas foi transferida para um baldo volumétrico
de 25,0 mL e o volume foi completado com acetona. Uma suspenséo de
nanocépsulas brancas foi preparada nas mesmas condicfes e utilizada
como branco das leituras. As analises foram realizadas no comprimento
de onda de 475 nm e o teor de carotenoides totais (CT) foi calculado
conforme Equacéo 2. Os resultados foram expressos em equivalente em
astaxantina (ug/mL) pela média de trés determinacgdes.



75

3.2.4.4 Determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo da
astaxantina livre nas nanocapsulas e determinacdo do teor de
astaxantina total

O teor de astaxantina livre (Concentracdo total C;) na suspensao
de nanocapsulas PLGA-SE ;s foi determinado por metodologia analitica
em CLAE/DAD conforme item 3.2.2.4. Para o preparo da amostra, uma
aliquota da suspensdo de nanocapsulas foi diluida em mistura de
diclorometano:metanol (25:75) em uma proporcdo 1:20 (V/V). A
especificidade do ensaio foi feita com a analise de uma suspensdo de
nanocapsulas brancas nas mesmas condicdes.

A eficiéncia de encapsulagdo foi estimada como sendo a
diferenca percentual entre a concentracdo total de astaxantina livre
encontrada na suspensdo de nanocapsulas e a concentracdo presente no
sobrenadante ap6s ultrafiltracdo/centrifugacdo das amostras em
unidades Amicon Ultra-15 (Ultracel®-100 K 100000 MW; Millipore,
Irlanda) por 40 min, com velocidade de 4.000 g a 15 °C. Os
ultrafiltrados foram injetados no cromatdgrafo e todas as amostras foram
filtradas em filtro seringa de 0,45 um (Millipore, EUA) anteriormente a
andlise. A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada conforme Equacéo 6,

EE (%) = “—= x 100 ®)

onde, C; é Concentracdo total de astaxantina (ug/mL) determinada na
suspensdo coloidal de nanocapsulas e Cs (ug/mL) é concentracdo de
astaxantina determinada no sobrenadante. Os resultados foram
expressos pela média de trés determinagdes.

O teor de astaxantina total para suspensdo de nanocapsulas
PLGA-SE ;5 foi determinado conforme item 3.2.2.5. Uma aliquota de
0,25 pL de suspensdo foi transferida para um baldo volumétrico de 5,0
mL e o volume foi completado com uma mistura de
diclorometano:metanol (25:75, V/V). Em seguida, 1,0 mL de uma
solugdo metandlica de hidroxido de sédio 0,09 M foi adicionado a
amostra e essa mistura (6,0 mL) foi concentrada até 5,0 mL por meio de
injecdo de gas nitrogénio. A mistura foi mantida em temperatura
ambiente durante 3 h, protegida da luz e sob atmosfera de nitrogénio.
Apos, as amostras foram filtradas em membrana de 0,45 um (Millipore,
EUA) e analisadas por CLAE/DAD.
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3.2.5 Determinagdo do potencial antioxidante in vitro da solucéo
extrativa de H. pluvialis livre e nanoencapsulada pelo método do
sequestro do radical livre (DPPH)

A atividade antioxidante da solucdo extrativa de H. pluvialis livre
e nanoencapsulada foi avaliada pelo método do sequestro do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), descrito por Choi e
colaboradores (2002), com algumas modificacBes. Primeiramente, uma
aliquota da solugéo extrativa de H. pluvialis foi submetida a evaporacédo
sob pressdo reduzida até secura. O residuo obtido foi solubilizado com
uma solugdo de acetona:metanol 1:9 (V/V) em um baldo volumétrico, a
fim de obter uma solugdo com concentracdo equivalente a 80 pg/mL de
carotenoides totais. A partir desta, solugdes de diferentes concentractes
em metanol foram preparadas, variando de 20 a 0,5 pg/mL.

Para avaliacdo da atividade antioxidante da suspensdo de
nanocapsulas PLGA-SE 5 contendo os carotenoides de H. pluvialis, uma
aliquota da suspenséo coloidal foi dissolvida em diclorometano:metanol
25:75 (VIV), sendo esta solucdo posteriormente diluida com metanol
para obtencdo de solugbes com concentragcdes de carotenoides totais
variando de 10 a 0,5 pg/mL.

Em tubos de ensaios, 2,0 mL de cada solucdo foram adicionados
a 2,0 mL de uma solucdo metandlica de DPPH 0,3 mM. A reacéo foi
incubada ao abrigo de luz, em temperatura ambiente, durante 30 min.
Ap0ds, as absorbancias das amostras foram medidas a 517 nm, utilizando
a solucdo de respectiva concentragdo em metanol (sem DPPH) como
branco e uma solugdo de DPPH como controle negativo. Para o
controle positivo, solugBes de &cido ascorbico foram preparadas em
metanol nas concentragdes de 10 a 0,5 pg/mL seguindo o mesmo
procedimento descrito acima. Todas as leituras foram realizadas em
triplicata. A porcentagem de atividade antioxidante (%) foi calculada
usando a Equacéo 7:

AA (%) = 100 — [(F==222) x 100 @)

onde, Abs a, Abs b e Abs c correspondem as absorbancias da amostra, do
branco e do controle negativo, respectivamente. Os valores de ICsg
(concentracdo antioxidante necessaria para reduzir em 50% a quantidade
inicial de DPPH) foram obtidos através da analise da regresséo linear
das curvas de concentracdo de carotenoides totais versus porcentagem
de atividade antioxidante.
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3.2.6  Definicéo da estabilidade quimica dos carotenoides frente a
temperatura

Para definicdo da estabilidade quimica dos carotenoides, a
solucdo extrativa de H. pluvialis e a suspensdo de nanocapsulas
contendo a solucdo extrativa (PLGA-SE;s) foram armazenadas
protegidas da luz, a temperatura ambiente (25 °C) e na geladeira (5,0
°C). Nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias, aliquotas de cada uma das amostras
foram coletadas e analisadas quanto ao teor de carotenoides totais e de
astaxantina livre e total por espectrofotometria de absorcdo no visivel e
CLAE/DAD, conforme descrito em 3.2.2.3 e 3.2.2.4, respectivamente.
Neste estudo, o efeito da adi¢cdo de vitamina E na formulacéo sobre a
estabilidade dos carotenoides foi avaliada. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

3.2.7 Preparo e caracterizacdo de hidrogeis termossensiveis
contendo as nanocapsulas de PLGA

Para preparo dos hidrogeis, o polimero poloxamer 407 foi
adicionado a suspensdo de nanocdpsulas PLGA-SE;s contendo
carotenoides de H. pluvialis, de modo a obter concentracdes finais de
16% e 25% (m/V). Essas misturas foram mantidas a 4,0 °C por 12 h para
a completa dispersdo do polimero gelificante. Apds esse periodo, 0s
hidrogeis contendo as nanocépsulas foram submetidos & agitacdo
magnética, a fim de obter uma formulacdo homogénea e,
posteriormente, armazenados a 4,0 °C. Esse mesmo procedimento foi
realizado para o preparo de hidrogeis brancos, sem a adicdo das
nanocapsulas. Todas as formulagBes de hidrogeis foram preparadas em
triplicata.

3.2.7.1 Determinacdo do teor de carotenoides totais e de astaxantina
livre e total nos hidrogeis

O teor de carotenoides totais foi determinado por
espectrofotometria de absorcéo no visivel, conforme descrito em 3.2.2.3,
porém, utilizando uma amostra de hidrogel contendo as nanocapsulas
brancas como branco. O teor de astaxantina livre nos hidrogeis foi
determinado pela metodologia analitica em CLAE/DAD validada
conforme descrito em 3.2.2.4, apds diluicdo apropriada de uma amostra
de hidrogel contendo as nanocépsulas poliméricas com carotenoides de
H. pluvialis, em uma mistura de diclorometano:metanol (25:75, V/V). O
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teor de astaxantina total nos hidrogeis foi determinado apés reacdo de
saponificacdo da amostra durante 3 h, conforme metodologia descrita
em 3.2.2.5.

3.2.7.2 Caracterizacao reoldgica

A caracterizacdo reoldgica dos hidrogeis foi feita com a
utilizacdo de um redmetro rotacional Brookfield RVDV-IIIPLUS. A
aquisicdo dos dados foi realizada utilizando o software Rheocalc® 32.
As analises foram realizadas em temperaturas de 4,0 °C e 35 °C, a fim
de obter dados reoldgicos do sistema na fase sol e gel. Graficos da
tensdo de cisalhamento versus taxa de cisalhnamento foram construidos
para avaliagdo do comportamento reolégico dos hidrogeis. Os perfis de
escoamento de fluidos ndo-Newtonianos foram caracterizados com a
aplicacdo de trés modelos matematicos: (a) Lei das Poténcias, para
valores indicativos de indice de fluxo; (b) Bingham, para valores
indicativos de viscosidade plastica (n0); e (c) Herschel Bulkley para
valores indicativos de pontos de ruptura ou limite de escoamento (pA).
O modelo com o valor de r* mais préximo de 1 foi escolhido como o
que melhor descreve o perfil de escoamento das formulagdes.

3.2.8 Definicio da estabilidade acelerada das suspensdes coloidais
e dos hidrogeis

A estabilidade acelerada das suspensdes de nanocapsulas e dos
hidrogeis contendo as nanocapsulas foi definida em centrifuga analitica
LUMiSizer® (L.U.M. GmbH, Alemanha). Para a andlise, 400 uL de
cada amostra foram colocados em células Oticas de policarbonato e
submetidas a rotacdo de 4.000 RPM durante 5000 s, com temperatura de
25 °C para as suspenses coloidais e de 5 °C e 25 °C para os hidrogeis,
com leituras em intervalo de tempo de 10 s. A estabilidade das
formulagdes foi avaliada por meio do perfil de transmissdo tempo versus
espaco e pelo indice de instabilidade, em que, quanto mais proximo de
zero, menor € a tendéncia de ocorréncia de fendmenos de separagdo de
fases, como cremagem, coalescéncia e floculacéo.

3.29 Determinacdo do perfil de liberacdo in vitro dos
carotenoides da microalga H. pluvialis

A determinacdo dos perfis de liberagdo in vitro dos carotenoides
da microalga H. pluvialis foram realizados em membranas de dialise,
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para a solucéo extrativa livre em acetona e nanoencapsulada e para 0s
hidrogeis de poloxamer preparados com a solucdo extrativa livre e
nanoencapsulada.

Os ensaios de liberagdo in vitro foram realizados pela técnica do
saco de didlise, adaptado de Panwar e colaboradores (2010). Para os
ensaios, 5,0 mL da solugdo extrativa de H. pluvialis, da suspensdo de
nanocapsulas de PLGA-SE;s e dos hidrogeis contendo a solucdo
extrativa livre e nanoencapsulada foram colocados em sacos de dialise
(MWCO 14.000, Sigma Aldrich, EUA). O hidrogel com a solugdo
extrativa livre foi preparado com uma solugdo concentrada de
carotenoides dispersos em acetona, a fim de manter a mesma
concentracdo encontrada no hidrogel com a suspensdo de nanocépsulas
PLGA-SE;s. Os sacos de dialise foram entdo colocados em 150 mL de
tampdo fosfato salino pH 7,4 contendo 0,25% (m/V) de lauril sulfato de
sodio, e mantidos a 37 °C, sob agitagdo magnética e protegidos da luz.
Em intervalos de tempos pré-determinados, aliquotas do meio de
liberagcdo foram coletadas e analisadas quanto ao teor de carotenoides
totais. Apos coleta, 0 meio de liberacdo foi imediatamente resposto.

Para determinagdo dos carotenoides totais no meio de liberacéo,
uma curva de calibracéo foi construida usando a solucéo extrativa de H.
pluvialis na faixa de concentragdo de 0,5 a 6,0 ug/mL, utilizando tampé&o
fosfato salino com 0,25% de lauril sulfato de s6dio como solvente. As
andlises foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 480 nm. A concentracdo de carotenoides totais no meio de
liberacdo foi entdo estimada e a partir dos resultados obtidos, perfis de
liberacdo de carotenoides totais (%) versus tempo (h) foram construidos.
Modelos matematicos que descrevem os comportamentos de liberagéo
in vitro de farmacos foram aplicados a esses perfis. O modelo com o
valor de r’ mais préximo de 1 foi escolhido como o que melhor descreve
o perfil de liberagdo dos carotenoides totais das formulac@es analisadas.

3.2.10 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente por meio da
andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni ou
Dunnett para comparacdo entre as médias em caso de diferenca
significativa, usando o software GraphPad Prism 5.0. As diferencas
foram consideradas significantes para p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO E CARACTERIZACAO DA SOLUCAO EXTRATIVA
OBTIDA A PARTIR DA MICROALGA Haematococcus pluvialis

A microalga Haematococcus pluvialis é reconhecida atualmente
como a fonte bioldgica mais rica do carotenoide astaxantina. Entretanto,
0 processo de extracdo dessa substancia torna-se um desafio devido a
espessura e composicdo da sua parede celular. A presenga de diversos
compostos resistentes impede que solventes organicos utilizados
convencionalmente em processos extrativos entrem em contato com a
célula, dificultando assim, a obtencdo da astaxantina intracelular
(SARADA et al., 2006; KIM et al., 2015). Nesse contexto, diversos
métodos de ruptura da parede celular ja foram investigados a fim de
obter uma extracdo eficiente de astaxantina dos aplandsporos de H.
pluvialis, como aqueles que utilizam agitacdo com pérolas de vidro,
maceragdo, ultrassom, micro-ondas, tratamentos acidos e alcalinos,
ruptura enzimatica e fluidos supercriticos (CHOI; HONG; SIM, 2015;
KIM et al., 2015; HAQUE et al., 2016).

Nesse trabalho foi utilizada uma metodologia que combina um
processo de ruptura celular em banho de ultrassom, seguido de uma
extracdo com solventes. A utilizagdo do ultrassom tem sido amplamente
utilizada na extracdo de produtos naturais, uma vez que essa técnica é
rapida e eficiente. O aprimoramento da extragdo obtida com o ultrassom
¢ atribuido, principalmente, ao efeito das cavitacdes acusticas
produzidas no solvente pela passagem das ondas ultrassbnicas. Esse
fendmeno leva a um processo de instabilidade e uma consequente
ruptura da parece celular. Além disso, o ultrassom também permite uma
maior penetracdo do solvente no tecido, aumentando a area de contato
entre o solido e o liquido. Como resultado, o soluto rapidamente difunde
da biomassa para o solvente, liberando os compostos ativos
intracelulares de interesse para 0 meio extrativo (ZOU et al., 2013;
HAQUE et al., 2016).

A caracterizacdo da solucdo extrativa obtida a partir da biomassa
de H. pluvialis foi realizada analisando os parametros de residuo seco,
pH e teores de carotenoides totais e de astaxantina livre e total. Os
valores de residuo seco e pH encontram-se demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de residuo seco e pH da solugéo extrativa de Haematococcus
pluvialis.

Parametros Média + DP
Residuo seco (%, m/m) 0,23+0,02
pH 6,26 £ 0,03

O teor de carotenoides totais foi avaliado por espectroscopia
UV/Vis, devido a presenca de um sistema de ligagcGes duplas
conjugadas, caracteristico na maioria dos compostos deste grupo. O
espectro de luz no visivel é a primeira ferramenta utilizada na
identificacdo de carotenoides, onde o comprimento de onda de maxima
absorcédo e a forma do espectro sdo ambos definidos pela quantidade de
duplas ligacGes na sua estrutura quimica (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001; MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2006).

Os espectros de absorcdo UV/Vis obtidos a partir da solucéo
extrativa de H. pluvialis e da astaxantina padrdo encontram-se na Figura
10. A astaxantina apresenta um comprimento de onda de absor¢do
maxima em torno de 480 nm, retratado por um pico Unico largo. No
espectro obtido a partir da solucéo extrativa de H. pluvialis (Figura 9a),
pode-se perceber a presenca de compostos carotenoides representados
pela astaxantina de uma forma acentuada, além de um segundo pico de
absorcdo de baixa intensidade entre 600 e 700 nm, o que remete
possivelmente a uma extracdo concomitante de compostos clorofilados
(LAMBERTSEN; BRAEKKAN, 1971; GHIGGI, 2007; REGNIER et
al., 2015).
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Figura 10. Espectros de absorcdo no UV/Vis da solucdo extrativa de
Haematococcus pluvialis (a) e da astaxantina padréo (b).
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No espectro de absor¢do da solugdo extrativa também foi possivel
observar ombros localizados em comprimentos de onda entre 350 e 450
nm (Figura 9a). Durante a sua fase vegetativa, a microalga H. pluvialis
apresenta uma quantidade significativa de clorofila e outros
carotenoides, principalmente de luteina. J4 no processo de encistamento,
a presenca desses pigmentos fotossintéticos diminui, sendo substituida
pelo grande acimulo de astaxantina e de seus ésteres. No entanto, estes
compostos ainda podem estar presentes, como indicado no espectro de
absorcdo da solucgdo extrativa, podendo ter ocorrido a sobreposicdo dos
picos de absorgdo com aquele da astaxantina na faixa de comprimento
de onda da analise (DRAGOS et al., 2010).
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O comprimento de onda de absor¢cdo maxima verificado nessa
andlise foi de 475 nm e o teor de carotenoides totais na solugéo extrativa
de H. pluvialis foi de 80,65 pg/mL. Considerando que ao final foram
obtidos em torno 1000 mL de solucdo extrativa, foi possivel extrair
aproximadamente 80,65 mg de carotenoides a partir de uma quantidade
de 5 g de biomassa, 0 que representa 16,13 mg de carotenoides por
grama de biomassa em equivalente de astaxantina. Este resultado esta de
acordo com valores relatados por outros autores. Nobre e colaboradores
(2006) empregaram um método de extracdo com pérolas de vidro
usando acetona como solvente, o qual forneceu um rendimento de 13,5
mg de astaxantina por grama de biomassa. Em outro estudo, Dong e
colaboradores (2014) compararam trés métodos de extracdo diferentes
auxiliados por ultrassom: um com tratamento prévio com &cido
cloridrico seguido de extragcdo com acetona e os outros dois utilizando
hexano/propanol e metanol/acetona como solventes de extracdo. O
primeiro método apresentou o melhor rendimento, de 20 mg/g de
astaxantina na biomassa, e os dois Ultimos resultaram em valores de 10 a
14 mg/g de astaxantina na biomassa.

E importante destacar que as condigdes de cultivo da microalga,
como temperatura, pH do meio, periodo de cultivo, salinidade e
intensidade de luz influenciam o metabolismo desse micro-organismo
e, consequentemente, a sintese de compostos de interesse (DE MORAIS
et al., 2015). Dessa forma, ndo sé a escolha do método de extracdo, mas
também as condigbes de cultivo podem levar a diferengas na
composi¢cdo e no teor de substancias ativas extraidas a partir da
microalga (FELTL et al., 2005).

4.2 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
ANALITICA DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA PARA DETERMINACAO DO TEOR DE
ASTAXANTINA LIVRE

A cromatografia liquida é a técnica mais precisa para separar e
guantificar carotenoides em extratos naturais, inclusive em
concentragbes extremamente baixas. O método mais comumente
utilizado para analises de carotenoides é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) empregando a deteccdo por UV/Vis, visto que esse
método apresenta uma alta sensibilidade e proporciona uma separagdo
adequada em curtos intervalos de tempo (FELTL et al., 2005).

A fracdo carotenoide da microalga Haematococcus pluvialis é
constituida principalmente de astaxantina na forma esterificada.
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Entretanto, uma quantificacdo precisa por cromatografia liquida dos
ésteres de astaxantina é ainda um desafio, devido a diversidade de
acidos graxos passiveis de se ligarem as hidroxilas terminais da
molécula. Ainda, a eluicdo em diferentes tempos de retencdo dos
ésteres, assim como a auséncia de padrdes comerciais para calibracéo,
dificulta o processo de quantificagdo (YUAN, 1999).

Em contraste, varios métodos foram desenvolvidos e validados
para determinacdo da astaxantina livre (SARADA; TRIPATHI;
RAVISHANKAR, 2002; HIGUERA-CIAPARA et al., 2003; RAO et al.,
2009; ANARJAN et al.,, 2012). Nesse trabalho, uma metodologia
analitica foi desenvolvida e validada partindo de condi¢Ges previamente
descritas na literatura, utilizando um cromatégrafo de alta eficiéncia
acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (DAD). Diferentes
proporcdes da solucdo de acido férmico 0,1% e de metanol, assim como
diferentes tempos de corrida e temperaturas do forno da coluna foram
testadas durante o desenvolvimento do método.

Em sistemas de CLAE de fase reversa, os carotenoides néo
esterificados eluem primeiro, seguido sequencialmente pelos
monoésteres menos polares, B-caroteno e, por Gltimo, os diésteres
apolares. Na Figura 11 é apresentado o cromatograma representativo
obtido nas condigBes de analise otimizadas para determinacédo do teor de
astaxantina livre na solucdo extrativa de H. pluvialis. Neste caso, a
astaxantina livre exibiu um tempo de retengéo de aproximadamente 9,9
min com tempo de andlise de 22 min.

Figura 11. Cromatograma obtido na andlise da solucdo extrativa de
Haematococcus pluvialis por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccéo no comprimento de onda de 480 nm. (1) Astaxantina livre.
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4,2.1 Linearidade

A linearidade ¢é a capacidade de um método de obter resultados
diretamente proporcionais a concentracao do analito de interesse em um
determinado intervalo de concentracdo (SHABIR, 2003). O método
desenvolvido para a determinacdo da astaxantina livre mostrou ser linear
na faixa de concentracdo entre 0,05 e 4,0 pg/mL, com um coeficiente de
determinacdo (r?) de 0,999 e equacdo de reta correspondendo a y =
235421x — 3419,2, onde X representa a concentracdo de astaxantina livre
em pg/mL ey a area absoluta do pico (Figura 12).

Figura 12. Curva de calibragdo da astaxantina padrdo obtida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia.
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4.2.2  Limites de deteccdo e quantificagdo

O limite de deteccdo (LD) é definido como a menor quantidade
do farmaco que pode ser detectada em uma amostra, porém, ndo
necessariamente quantificada como um valor exato. O limite de
guantificacdo (LQ) é definido como sendo a menor quantidade do
farmaco em uma amostra capaz de ser quantitativamente determinada
com precisao e exatiddo (ICH, 2005). Os valores de LD e LQ foram
determinados a partir da triplicata das curvas de calibracdo, e
corresponderam a 0,013 e 0,039 pg/mL, respectivamente.

4.2.3 Precisao

A precisdo de um método bioanalitico é a medida dos erros
aleatorios e representa a proximidade dos resultados obtidos, a partir de
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medidas independentes de amostragens mdltiplas de uma amostra
homogénea. Este é um importante parametro que possibilita decidir se o
método é confidvel ou ndo para o objetivo da analise (CASSIANO et al.,
2009).

Os resultados obtidos na avaliacdo da repetibilidade e precisdo
intermediaria do método cromatografico para determinagdo da
astaxantina livre estdo mostrados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Os
valores de desvio padrdo relativo (DPR) para todas as andlises
encontraram-se abaixo de 5%, demonstrando uma variabilidade entre as
amostras intra e interdia aceitavel.

Tabela 6. Resultados obtidos na analise da repetibilidade do método
desenvolvido por CLAE para quantificacdo da astaxantina livre na solugdo
extrativa de H. pluvialis.

Concentragéo Média

(ug/mL) (ug/mL) DPR (%)

Repeticoes

1,43
1,42
1,36 1,40 1,95
1,38
1,42
1,41

OO WNBE

Tabela 7. Resultados obtidos na analise da precisdo intermediaria do método
desenvolvido por CLAE para quantificacdo da astaxantina livre na solugdo
extrativa de H. pluvialis.

Concentracgao Meédia

H (o)
Dias (ug/mL) (ug/mL) DPR (%6)
1 1,40
2 1,43 1,43 2,10
3 1,46

424 Exatiddo

A exatiddo é um parametro que representa 0 grau de
concordancia entre o valor obtido pelo método analitico e o valor
nominal, aceito como referéncia (ICH, 2005). Neste estudo a exatiddo
do método foi determinada a partir do ensaio de adi¢do de padrdo, que
consiste na adicdo de quantidades conhecidas da substancia de
referéncia na matriz da amostra, neste caso a solucdo extrativa de H.
pluvialis (RIBANI et al., 2004). Segundo a legislacdo brasileira, a
exatiddo pode ser calculada como porcentagem de recuperagdo da
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guantidade de substancia referéncia adicionada a matriz (BRASIL,
2003).

Conforme mostrado na Tabela 8, os valores de recuperacdo da
astaxantina livre na solugdo extrativa variaram de 98,29 a 101,13%,
evidenciando a exatiddo do método.

Tabela 8. Recuperagdo da astaxantina livre ap6s adicdo de solucéo padréo em
amostras de solugdo extrativa de H. pluvialis.

Concentracgdo de astaxantina livre

(1g/mL)
Extrato  Sol. Padrdo Extrato  Extrato Recuperacédo DPR*
nominal  adicionada  + Sol. + Sol. (%) (%)

Padréao Padrao
(Cteor.) (Cexp.)

0,14 1,52 1,51 99,34 0,66
1,38 0,39 1,77 1,79 101,13 0,67
1,54 2,92 2,87 98,29 0,35

*DPR: desvio padrao relativo.
4.25 Robustez

A robustez de um método analitico mede sua suscetibilidade
frente as pequenas variacGes que podem ocorrer durante as analises de
rotina (CASSIANO et al., 2009). Para avaliar a robustez do método
desenvolvido, os pardmetros comprimento de onda de deteccdo e
temperatura de forno foram modificados, com posterior anélise do teor e
do tempo de retencdo da astaxantina livre. Os resultados estdo
mostrados na Tabela 9.

Como se pode notar, as pequenas variacdes realizadas no método
ndo levaram a uma mudanga no teor de astaxantina livre. Ao variar a
temperatura do forno 2,0 °C acima ou abaixo em relacdo a temperatura
utilizada rotineiramente, é possivel verificar uma leve mudanca no
tempo de retencdo da astaxantina, possivelmente pela alteracdo de
viscosidade dos solventes ao passar pela coluna. Entretanto, essa
alteracdo ndo influenciou no teor de astaxantina obtido, confirmando a
robustez do método desenvolvido.
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Tabela 9. Pardmetros cromatograficos avaliados na robustez do método
desenvolvido por CLAE para quantificacdo da astaxantina livre na solugdo
extrativa de H. pluvialis.

Parametros Teor (ug/mL) DPR (%) Re:;]rgée)o((r]:fin.)
473 1,20 2.66 9.94
;%’;‘?hfne) 475 121 157 9,95
477 121 1,32 9,95
Temperatura 2 1,23 1,30 10,13
°0) 29 1,21 157 9.95
31 1,22 1,88 9,75

4.3 DETERMINA(}AO DO TEOR DE ASTAXANTINA TOTAL NA
SOLUCAO EXTRATIVA DE H. pluvialis

Na microalga H. pluvialis, o carotenoide astaxantina existe
predominantemente como ésteres formados pela combinagéo de varios
acidos graxos com diferentes isdmeros de astaxantina. Assim, em
diferentes cepas de algas e condi¢Ges de cultura, a composi¢do de
ésteres de astaxantina é variavel (YUAN; CHEN, 2000). Considerando a
dificuldade de separacdo cromatogréfica e quantificagdo destes
compostos, a hidrolise dos ésteres de astaxantina foi realizada visando a
guantificacdo da astaxantina total na solucdo extrativa e nas etapas
seguintes do trabalho.

A reacdo de hidrélise é realizada mediante adicdo de uma base
forte, neste caso o hidréxido de sédio, para que ocorra a clivagem da
ligagdo éster. Entretanto, a concentracdo da solugdo da base é de
fundamental importancia para promover a hidrolise adequada dos
ésteres e minimizar a degradacdo da astaxantina durante o processo
(MOSQUERA; GALVEZ, 1998). Diversos métodos para saponificacdo
de carotenoides ja foram descritos na literatura, com variagdes no tipo
de alcali e na temperatura utilizada para reacdo. Uma vez que altas
concentragcbes de alcalis e o calor podem levar & degradacdo e a
isomerizagdo dessas substancias, uma saponificacdo suave deve ser
realizada (YUAN; CHEN, 2000). Portanto, nesse estudo a reacéo foi
realizada com uma baixa concentracdo de hidroxido de sodio e sem
aquecimento.

Na Figura 13 estdo apresentas as mudancas no teor de astaxantina
livre em funcdo do tempo de reacdo de saponificacio. E possivel
perceber que a velocidade de hidrolise dos ésteres foi maior na primeira
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hora de reacdo, e decresceu até atingir um platd, onde ndo foi mais
observada uma variacao significativa no teor de astaxantina.

Figura 13. Mudanca no teor de astaxantina livre (astx) na solucdo extrativa de
H. pluvialis em fungdo do tempo de reacdo de saponificacdo. As diferencas
foram consideradas significativas para p <0,05 (ns= ndo significativo).
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A estabilidade da astaxantina durante a reacdo de saponificacdo
foi investigada empregando-se uma solucdo padrdo deste carotenoide
com concentragdo conhecida (4,0 ug/mL). O teor de astaxantina em
funcdo do tempo de reacdo encontra-se demonstrado na Figura 14.
Pode-se observar que um decréscimo de cerca de 10% no teor de
astaxantina ocorreu entre 2 e 4 h de reagdo, enquanto que apos 6 h, este
decréscimo foi de cerca de 20%. Considerando estes resultados, pode-se
concluir que a condicdo que melhor satisfaz o objetivo de alcancar uma
méaxima eficiéncia no processo de hidrdlise dos ésteres, juntamente com
a menor taxa de degradagdo de astaxantina livre, é utilizacdo de uma
saponificagdo branda com um tempo de reacédo de 3 h.

Neste contexto, o teor de astaxantina total na solucdo extrativa de
H. pluvialis no presente trabalho foi estimado em 26,89 + 1,54 ug/mL,
partindo de uma solucdo extrativa com concentracdo inicial de
astaxantina livre em torno de 1,17 pg/mL. Esse resultado demonstra que
um alto percentual do teor de carotenoides totais encontrado na solugéo
extrativa de H. pluvialis € representado pela astaxantina e seu ésteres,
conforme ja descrito na literatura.
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Figura 14. Avaliacdo da estabilidade da astaxantina padrdo durante a reagdo de
saponificacdo. *As diferencas foram consideradas significativas para p <0,05
(ns= ndo significativo).

1104
1004 ns
90+
80+
704
60
50+

40 T T
0 2 4 6 8
Tempo (h)

Teor de astx livre (%)

Na Figura 15 estdo mostrados os cromatogramas obtidos antes e
durante o processo de saponificacdo de uma amostra de solucéo
extrativa de H. pluvialis, confirmando a hidrolise total dos ésteres de
astaxantina apés 4 h de reacéo.
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Figura 15. Cromatogramas obtidos por CLAE durante o processo de
saponificacdo (a) anterior a hidrolise (b) 2 horas (c) 4 horas. (1) Astaxantina
livre.
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4.4 PREPARO E CARACTERIZACAO DAS NANOCAPSULAS
POLIMERICAS

441 Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas das
nanocépsulas

Neste estudo, nanocapsulas poliméricas foram desenvolvidas para
encapsular os carotenoides de H. pluvialis devido a afinidade inerente
destes compostos pelo ndcleo oleoso das particulas e pela possibilidade
da parede polimérica em proteger os mesmos frente a oxidacdo. A
nanoprecipitacdo tem sido a principal técnica relatada na literatura no
preparo de nanocépsulas poliméricas, principalmente devido a facilidade
e rapidez de execuc¢do, assim como a sua aplicabilidade para uma ampla
gama de matérias-primas (POHLMANN et al., 2016). Nesse método,
uma solugdo de um solvente organico miscivel em agua contendo um
tensoativo lipofilico, a substancia ativa, um 6leo e uma substancia
formadora de filme (polimero), é vertida em uma fase aquosa contendo
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agua e um tensoativo hidrofilico. As nanocapsulas sdo formadas
instantaneamente pela deposicdo do polimero na interface das goticulas
geradas, apds a rapida difusdo do solvente organico em dire¢édo a fase
aquosa (FESSI et al., 1989; MORA-HUERTAS et al., 2010).

As caracteristicas das nanocapsulas formadas dependem de varios
fatores, como a natureza quimica e a concentragdo do polimero e da
substancia ativa a ser encapsulada, a quantidade de surfactante, a razéo
de volumes da fase organica/fase aquosa, a concentracdo do 6leo e a
velocidade de difusdo da fase orgdnica na fase aquosa (GREF;
COUVREUR, 2006; MORA-HUERTAS et al, 2010). Durante o
desenvolvimento das nanoparticulas brancas (sem carotenoides),
diferentes concentragdes do polimero PCL e de lecitina de soja foram
testadas, bem como outras proporcdes de fase organica/fase aquosa.
Muitas formulagdes apresentaram um alto indice de polidispersdo,
agregados e precipitados, sendo entdo descartadas. Nesses estudos
iniciais, a concentracdo de 75 mg de lecitina mostrou-se adequada para
estabilizar uma quantidade de 250 uL de triglicerideos de &cido
caprico/caprilico e a proporcéo de fase organica/fase aquosa escolhida
foi de 25/40 mL. A partir desses resultados, o efeito da concentracdo do
tensoativo hidrofilico Tween 80 sobre as caracteristicas fisico-quimicas
das suspensfes coloidais de nanocapsulas foi avaliado. Os resultados
encontram-se relatados na Tabela 10.

Tabela 10. Caracterizacdo fisico-quimica da suspensdo de nanocépsulas
brancas.

Tamanho IPD* Potencial Zeta pH

Formulacéo (nm) (mv)

NCB-Tozs  220,9°+48  0,133°+0014 -383°+59  6,36+0,10
NCB-Tos,  198,1°+64  0,112°+0004  -396°+27  657+0,25

NCB-T,, 198,7°+25  0,133°+0,002  -246°+57  6,73+0,22

*|PD = Indice de Polidisperséo
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n= 3)
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05)

Como pode ser observado, todas as formulages apresentaram
didmetro médio de cerca de 200 nm e distribui¢do unimodal de tamanho
de particula, visto que o indice de polidispersdo foi menor que 0,2. No
entanto, as formulagdes preparadas com a menor concentracdo de
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Tween 80 apresentaram diametro médio significativamente maior que
aquelas obtidas com a concentracdo de 0,5 e 1,0%.

O potencial zeta é o parametro que reflete a carga de superficie
das particulas, o qual ¢ influenciado pelas mudancas na interface com o
meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na
superficie da particula ou da adsorgdo de espécies ibnicas presentes no
meio aquoso da dispersdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). O potencial
zeta das formulacgBes variou de -24,6 a -39,6 mV, sendo que 0 menor
valor foi obtido com a utilizacdo da maior concentracdo de polissorbato
80 (Tween 80). O polissorbato 80 é um tensoativo ndo-ibnico, portanto,
a reducdo do potencial zeta observado decorreu do mascaramento das
cargas negativas pelas cadeias de 6xido de etileno deste surfactante que
se localizam na interface com a fase aquosa. Por outro lado, a carga
negativa das suspensGes pode ter sido originada, em parte, pela
dissociagdo dos grupamentos carboxilicos terminais da PCL localizados
na superficie das particulas. Além disso, as lecitinas sdo tensoativos
naturais obtidos da soja ou gema de ovo, constituido principalmente por
fosfatidilcolina e pequenas quantidades de lipidios &cidos, os quais, por
sua vez, também podem conferir carga superficial negativa as particulas
(CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996, TEIXEIRA et al., 2004).

O valor do potencial zeta esta relacionado com uma apropriada
estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal de nanocapsulas;
guanto mais alto o valor em mddulo, maiores séo as forcas repulsivas
entre as particulas, impedindo a formagdo de agregados. De uma forma
geral, tem sido estabelecido que valores entre 25 e 30 mV em mdédulo
conferem as suspensdes uma boa estabilidade coloidal (ASTETE;
SABLIOV, 2006; MORA-HUERTAS et al., 2010). Todavia, tensoativos
ndo idnicos podem estabilizar suspensdes coloidais por efeito estérico,
mesmo aquelas exibindo baixos valores de potencial zeta (SANTOS et
al., 2012; MAZZARINO, 2013).

Considerando os resultados mostrados acima, a concentracdo de
0,5% de Tween 80 foi a escolhida para dar sequéncia ao
desenvolvimento de nanocapsulas contendo carotenoides de
Haematococcus pluvialis. Suspensdes de nanocéapsulas foram entdo
preparadas pela incorporagdo da solucdo extrativa na fase organica das
formulagBes, em diferentes concentracdes. Nesta etapa do trabalho, o
PLGA foi igualmente testado como polimero da parede polimérica. As
caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas de PCL e PLGA,
contendo a solu¢do extrativa de H. pluvialis podem ser visualizadas nas
Tabelas 11 e 12, respectivamente.
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Tabela 11. Caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas de PCL contendo a
solugdo extrativa de H. pluvialis.

Formulagdo =~ Tamanho (nm) IPD* ;;ge?rgs/l) pH

PCL-SE,; 2207°+95 0,135°+0019 -39,1°+23 651+ 0,20
PCL-SEz 2032°+59  0,154°+0,034 -37,9°+0,6 6,82+ 0,06
PCL-SEy 201,9°+39 0,128°+0,032 -38,7°t14 6,67 £0,20
E‘r:a';]'ca 187,1°+6,4 0,110°+0,020 -295°+56 6,51+ 0,40

*|PD = indice de Polidisperséo
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n= 3)
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05)

Tabela 12. Caracteristicas fisico-quimicas das nanocépsulas de PLGA contendo
a solucdo extrativa de H. pluvialis.

Potencial

3 *
Formulacdo Tamanho (nm) IPD Zeta (mV) pH
PLGA-SE,,  241,0°+519 0,279°+0,088 -51,0°+55 5860,10
PLGA-SE;,  2422°+30,4 0,260°+0,099 -485*°+49 579009
PLGA-SE;;  199,0°+28  0,145°+0,019 -40,3*°+50 6,01+0,21
PLGA- 1933°+147 0207°+0016 -36,7°+29 592+0,17
Branca

*|PD = Indice de Polidispers&o
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n =3)
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05)

E possivel verificar nas Tabelas 11 e 12, que as formulac@es de
nanocapsulas contendo a solugdo extrativa de H. pluvialis exibiram
distribuicdo monomodal de tamanho de particula, com didmetro médio
variando de 201 a 229 nm e de 199 a 242 nm, e indice de polidispersao
variando de 0,110 a 0,154 e de 0,145 a 0,279 para as nanocapsulas
preparadas com PCL e PLGA, respectivamente. No entanto, ambos os
tipos de polimero e a quantidade de solugdo extrativa mostraram afetar o
tamanho das particulas. Tem sido relatado que o aumento do didmetro
de nanoparticulas com a adigdo da substdncia a ser encapsulada esta
relacionada com uma mudanca de viscosidade, hidrofobicidade ou
tensdo interfacial do nudcleo oleoso. Da mesma maneira, a massa
molecular do polimero é um fator que pode influenciar no tamanho das
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particulas, evidenciado pelo valor encontrado nas formulagdes
preparadas com o polimero PLGA, visto que este apresenta uma massa
molecular levemente maior que a do PCL utilizado nesse estudo
(MOSQUEIRA et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nessa andlise, o potencial zeta das formulac@es testadas variou
entre -29 e -39 mV (Tabela 11) para as formula¢bes preparadas com
PCL e entre -36 e -51 mV para as formulagdes preparadas com PLGA
(Tabela 12), demonstrando uma boa estabilidade coloidal das
suspensdes. E possivel observar também que as formulagBes brancas
apresentaram uma carga superficial menor em relacdo as nanocapsulas
contendo a solugdo extrativa. Este resultado indica que componentes
presentes na solugdo extrativa encontram-se adsorvidos na superficie
das particulas.

Uma propriedade importante que deve ser avaliada e que pode
afetar a estabilidade dos carotenoides é o pH. Devido a grande
quantidade de duplas ligacGes, as substancias deste grupo séo
susceptiveis a diversos processos de degradacdo, especialmente quando
em contato com altas temperatura, oxigénio e pH muito acidos ou
alcalinos (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2004;
QIAN et al., 2012). Nesse contexto, todas as suspensdes coloidais de
nanocapsulas tiveram seus valores de pH ajustados, deixando-as
levemente &cidas. O valor escolhido levou em consideragdo o valor da
prépria solucdo extrativa, que apresentou um pH médio de 6,26. Para
fins de comparagdo, as suspensdes de nanocédpsulas brancas tiveram os
valores de pH ajustados da mesma maneira.

Apo6s alguns dias de armazenamento, as formulacdes preparadas
com o polimero PCL se mostraram instaveis, apresentando precipitados.
Este fato demonstra que o PCL foi incapaz de estabilizar as particulas,
seja por uma diferenca de massa molar quando comparada com o
polimero PLGA ou por uma diferenca de distribuicdo molar. Essa
hipotese pode ser corroborada pela diferenca de potencial zeta das
formulagBes, em que as preparadas com PLGA obtiveram valores mais
altos em modulo. Portanto, apenas as formulacfes desenvolvidas com
PLGA foram selecionadas para dar continuidade ao trabalho.

4.4.2 Avaliagdo da morfologia

As micrografias obtidas por microscopia eletrbnica de
transmissdo das nanocapsulas de PLGA brancas e contendo a solucdo
extrativa de H. pluvialis (PLGA-SE;s) podem ser visualizadas na Figura
16. Como pode ser observado, as nanocapsulas apresentaram formato
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esférico e superficie irregular, com tamanho de cerca de 200 nm,
estando de acordo com os resultados de tamanho obtidos por
espectroscopia de correlagdo fotonica. Além disso, a presenca da parede
polimérica ao redor do nicleo oleoso pode ser claramente visualizada
nestas micrografias, evidenciando a formacdo de uma estrutura vesicular
de nanocépsulas.

Figura 16. Micrografias obtidas por TEM da suspensdo de nanocapsulas

brancas (a e b) e da suspensdo de nanocapsulas PLGA-SE;;s contendo
carotenoides de H. pluvialis (c e d).

.;"‘ v . (a)

01_ .JIH
Y "’ =

4.4.3 Determinacao do teor de carotenoides totais

A determinagdo do teor de carotenoides totais nas nanocépsulas
de PLGA contendo a solucdo extrativa de H. pluvialis foi realizada por
espectrofotometria de absorcdo no visivel. A fim de verificar se algum
dos componentes da suspensdo coloidal poderia afetar a quantificacéo
dos carotenoides, um espectro de varredura de uma suspensdo de
nanocapsulas brancas de PLGA foi obtido na faixa de comprimento de
onda de 320 a 700 nm (Figura 17). Como pode-se observar, nenhum dos
componentes da formulacdo exibiu absorcdo na faixa de comprimento
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de onda avaliado, mostrando que a metodologia empregada é especifica
para a analise dos carotenoides.

Figura 17. Espectro de absorcéo de uma suspensdo de nanocépsulas brancas de
PLGA na faixa de comprimento de onda de 320 a 700 nm.

Os valores do teor de carotenoides totais para as suspensdes de
nanocapsulas encontram-se expostos na Tabela 13. A concentracdo de
carotenoides totais variou de 156,16 a 106,37 pg/mL, sendo diretamente
proporcional a quantidade de solucdo extrativa adicionada. Entretanto,
nas formulagGes em que se empregou 21 e 18 mL de solucdo extrativa
de H pluvialis, foi possivel verificar a presenca de precipitados
vermelhos ap6s poucos dias de armazenamento, 0 que se remete a um
provavel excesso de carotenoides adicionado. Dessa forma, apesar de as
suspensdes com maiores quantidade de solucdo extrativa apresentarem
teores de carotenoides totais mais elevados, essas formulagdes ndo
foram estaveis. Em contraste, a formulacdo com a incorporacéo de 15
mL da solucédo extrativa manteve-se uniforme, mostrando-se promissora
para o desenvolvimento de uma nova formulagdo farmacéutica.

Tabela 13. Teor de carotenoides totais das suspensdes de nanocéapsulas de
PLGA contendo a solugdo extrativa de H. pluvialis.

Formulagéo Teor de CT (ug/mL)
PLGA-SE, 156,16 + 12,57
PLGA-SE;g 113,58 +7,37
PLGA-SE;s 106,37 + 3,53

Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n =3)
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4.4.4 Determinacdo do teor de astaxantina e eficiéncia de
encapsulacao

O teor de astaxantina livre e total nas nanocépsulas de PLGA
contendo 15 mL de solugdo extrativa de H. pluvialis (PLGA-SE;s) foi
determinado por metodologia de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, conforme descrito em 3.2.2.4. O teor de astaxantina total foi
determinado apds reacdo de saponificacdo dos ésteres de astaxantina,
com um tempo de reacdo de 3 h, conforme descrito em 3.2.2.5. O ensaio
de especificidade realizado demonstrou que nenhum dos componentes
das nanocépsulas apresentou absorcdo no comprimento de onda de
analise. Os resultados estdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Teor de astaxantina livre e astaxantina total na suspensdo de
nanocapsulas de PLGA contendo 15 mL de solucdo extrativa de H. pluvialis.

Formulacio Teor de astaxantina Teor de astaxantina
¢ livre (ug/mL) total (ug/mL)
PLGA-SE5 2,08 £0,39 49,33 + 0,63

Valores s8o expressos como média + desvio padréo (n =3)

A concentragdo de astaxantina livre no sobrenadante obtido pelo
método de ultrafiltracdo/centrifugacdo da formulagdo PLGA-SE;s foi
menor que o limite de quantificagdo do método desenvolvido por
CLAE, indicando que apenas uma pequena concentracdo (<0,039
ug/mL) ndo foi encapsulada. Visto que o teor de astaxantina livre na
formulag&o ficou em torno de 2,0 ug/mL, é possivel afirmar que o valor
de eficiéncia de encapsulacdo foi maior que 98%, indicando que quase a
totalidade deste composto encontra-se associado as particulas. Este
elevado valor de eficiéncia de encapsulacéo estd relacionado a grande
afinidade da astaxantina pelo nicleo oleoso das nanocéapsulas. No
entanto, a possibilidade de parte deste composto encontrar-se adsorvido
as particulas ndo pode ser descartada.

4.5 DETERMINAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN
VITRO DA SOLUCAO EXTRATIVA DA MICROALGA H.
pluvialis LIVRE E NANOENCAPSULADA

Os antioxidantes sdo moléculas amplamente conhecidas e
estudadas devido ao seu envolvimento no mecanismo de defesa de
patologias associadas ao ataque de radicais livres. Existem inumeras
substancias derivadas de fontes naturais, a exemplo dos carotenoides,
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gue tém sido consideradas promissoras para serem exploradas como
antioxidantes, em particular para aplicacdo tdpica na fotoprotecdo e
quimioprevencdo (GODIC et al., 2014).

O estudo em questdo teve como intuito determinar a atividade
antioxidante dos carotenoides extraidos da microalga H. pluvialis,
reconhecida por produzir altas concentracbes do carotenoide
astaxantina, bem como o potencial antioxidante da suspensdo de
nanocépsulas desenvolvida contendo os carotenoides da solugdo
extrativa. Esse ensaio foi realizado pelo método colorimétrico com 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), o qual se baseia na avaliagdo da
capacidade sequestradora de radicais livres de uma substancia. O DPPH
¢ caracterizado como um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado em toda a molécula, o que a
confere uma coloragdo violeta. Quando este radical reage com um
doador de hidrogénio, 0 mesmo é reduzido a hidrazina, resultando em
uma mudanca de cor do violeta para amarelo-palido (MOLYNEUX,
2003).

Os valores de ICsy obtidos na determinacdo da atividade
antioxidante para solucdo extrativa de H. pluvialis livre e
nanoencapsulada encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de ICs, obtidos na avaliacdo da capacidade sequestradora do
radical DPPH da solucdo extrativa de H. pluvialis livre e nanoencapsulada.

Amostra 1C50* (ug/mL = DP)
SE Livre 1,96 £ 0,02
PLGA-SE s 0,61°+0.03
Acido Ascérbico 5,70°+ 0,27

*ICso= Atividade sequestradora de radical (concentragdo necessaria para
reducdo de 50% do radical DPPH).
Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05)

A astaxantina é descrita na literatura como um carotenoide com
alto poder antioxidante. Sabendo que a fracdo carotenoide da microalga
H. pluvialis é composta, principalmente, de astaxantina livre e seus
ésteres, esse ensaio foi capaz de confirmar o elevado potencial
sequestrador de radical dessa molécula. Quando comparada a um
controle positivo, no caso o acido ascorbico, os carotenoides extraidos
de H. pluvialis na forma livre apresentaram uma atividade antioxidante
cerca de trés vezes maior. Da mesma maneira, é possivel verificar um
aumento expressivo da atividade antioxidante da solucdo extrativa da
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microalga H. pluvialis quando ela se encontra na forma
nanoencapsulada, apresentando um valor trés vezes maior que na sua
forma livre. A atividade antioxidante de uma suspensdo de nanocapsulas
brancas também foi testada nas mesmas concentragdes, porém, nenhuma
atividade foi encontrada. Assim, uma investigacdo mais aprofundada
deve ser realizada para confirmar o porqué do aumento da atividade
antioxidante in vitro dos carotenoides nanoencapsulados.

4.6 DEFINICGAO DA ESTABILIDADE QUIMICA  DOS
CAROTENOIDES FRENTE A TEMPERATURA

Os carotenoides sdo moléculas altamente instaveis a diversos
fatores externos, assim, nesse estudo a estabilidade dos carotenoides de
H. pluvialis foi definida apds armazenamento das formulac6es a 5,0 °C e
a temperatura ambiente (25 °C). Neste ensaio também foi avaliado o
efeito da adicdo do antioxidante vitamina E sobre a estabilidade das
formulag6es. Os resultados obtidos no estudo de estabilidade quimica
das formulacbes PLGA-SE;s e da solucdo extrativa de H. pluvialis
durante 30 dias em ambas as temperaturas encontram-se mostrados na
Figura 18.
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Figura 18. Avaliagdo da estabilidade quimica da formulacdo PLGA-SE s, com
e sem adicdo de vitamina E, e da solucdo extrativa livre (SE), armazenadas em
diferentes temperaturas durante um periodo de 30 dias. (a) Teor de carotenoides
totais a 5,0 °C; (b) Teor de carotenoides totais a 25 °C; (c) Teor de astaxantina
livre a 5,0 °C; (d) Teor de astaxantina livre a 25 °C; (e) Teor de astaxantina total
a 5,0 °C; (f) Teor de astaxantina total 25 °C. *p < 0,05 quando comparado com o
teor inicial (n =3).
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Conforme pode ser observado na Figura 18, tanto as formulagdes
de nanocépsulas PLGA-SE;s, como a solucdo extrativa apresentaram
teores de carotenoides totais e de astaxantina livre e total inalterados
durante o periodo de estudo ao serem armazenadas na geladeira (5,0 °C).
Em contraste, quando armazenadas a temperatura ambiente (25 °C),
tanto a solugdo extrativa de H. pluvialis, quanto as suspensfes de
nanocapsulas poliméricas tiveram o0s teores de carotenoides
significativamente reduzidos. Quanto a estes compostos, as
nanocapsulas permaneceram estaveis nos primeiros 7 dias, com
decaimento entre 30 a 50% do teor ap6s 15 dias de armazenamento. A
completa perda da estrutura das suspensdes coloidais foi observada
macroscopicamente ap6s 30 dias de armazenamento, ndo sendo possivel
a quantificacdo dos carotenoides. Na avaliacdo da estabilidade da
solucdo extrativa, pode-se notar que os teores de astaxantina livre e
astaxantina total permaneceram inalterados apdés 15 dias de
armazenamento e que ap6s 30 dias houve uma reducdo de
aproximadamente 50% nos valores dos mesmos.

Essa maior degradacdo dos compostos ativos na suspensdo de
nanocapsulas, em relacdo a solucdo extrativa livre pode ser um
indicativo de hidrdlise do polimero PLGA, evidenciado pela
modificacdo visual das suspensfes, as quais apresentaram precipitados
escuros a partir na segunda semana de armazenamento. Em agua, o
PLGA se degrada através da quebra das suas ligacbes ésteres em
oligbmeros, e por ultimo, em monémeros. A velocidade com que ocorre
a hidrdlise depende de vérios fatores, como massa molar e proporcéo de
acido latico e glicdlico no copolimero e presenca de enzimas. Em
particular, o PLGA 50:50 utilizado neste trabalho leva de 1 a 2 semanas
para se degradar, sendo o mais rapidamente degradavel copolimero
desta classe (AGRAWAL et al., 1997; MAKADIA; SIEGEL, 2011;
GENTILE et al., 2014).

No curto tempo de estudo, uma incompatibilidade entre
compostos presentes na solugdo extrativa de H. pluvialis e o polimero
pode ter acelerado a degradacdo do PLGA, que ao gerar compostos
acidos como o 4cido latico e glicolico, pode ter contribuido para a mais
rapida degradacdo dos carotenoides. Entretanto, estudos de estabilidade
mais aprofundados precisariam ser realizados para confirmar estes
resultados. Finalmente, para a estabilidade frente a temperatura, a adicdo
de vitamina E nas formulagfes ndo proporciou algum tipo de protecéo
aos carotenoides presentes na solucdo extrativa. Com o resultado obtido
neste estudo, pode-se afirmar que é de fundamental importancia o
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cuidado no armazenamento das formulagdes, mantendo-as sempre em
baixas temperaturas para garantir a sua integridade quimica.

47 PREPARO E CARACTERIZACAO DE HIDROGEIS
TERMOSSENSIVEIS CONTENDO AS NANOCAPSULAS
CONTENDO CAROTENOIDES DE H. pluvialis

As suspensfes coloidais de nanocapsulas apresentam baixa
viscosidade, o que dificulta a sua aplicacdo topica. Assim, com o
objetivo de obter hidrogeis termossensiveis, o poloxamer 407 foi
adicionado na fase externa das suspensfes de nanocéapsulas de PLGA-
SE;s. O polaxamer 407 é um copolimero anfifilico sintético, que
consiste de um segmento hidrofébico de poli (oxipropileno) entre dois
blocos hidrofilicos de poli (oxietileno) (ROWE; SHESKY; QUINN,
2009). Devido a sua natureza anfifilica, as moléculas de poloxamer
formam agregados micelares espontaneamente, dependendo da sua
concentracdo e temperatura. A desidratacdo dos blocos hidrofdbicos
combinados com a hidratagéo dos blocos hidrofilicos levam a formagéo
de micelas esféricas que sofrem subsequente empacotamento, resultando
em uma rede tridimensional cubica, a qual constitui a principal estrutura
dos hidrogeis de poloxamer (PEREIRA et al., 2013).

O processo de formagdo de um gel a partir das cadeias
poliméricas de poloxamer ocorre quando hd o aumento da temperatura
até um valor limite, chamado de temperatura de transicao sol-gel. Esse
parametro é altamente dependente da concentracdo de poloxamer;
guanto menor a sua concentragdo, maior a temperatura de transicdo. De
uma forma geral, hidrogeis de poloxamer apresentam temperatura de
transicdo sol-gel variando de 15 °C a 35 °C para concentra¢fes na faixa
de 28 a 15% (m/m). Entretanto, esse valor pode sofrer alteracbes com a
inclusdo de farmacos e outros aditivos na preparacdo do hidrogel, uma
vez que eles podem interferir na formacéo das micelas e na desidratagéo
dos blocos hidrofébicos de poli (oxipropileno). Deste modo, dispersées
de poloxamer exibem propriedades de um fluido em temperaturas mais
baixas, porém, formam geis in situ facilmente quando em contato com a
temperatura corporal (DUMORTIER et al., 2006; PEREIRA et al.,
2013; BUWALDA et al., 2014). Essa caracteristica garante um perfil
particularmente interessante para formulagdes de uso topico cutaneo,
visto que ela permite uma aplicacéo facilitada na forma de um spray que
gelifica ao contato com a pele, evitando o escoamento e melhorando o
contato da forma farmacéutica com o sitio de absorgéo.
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Inicialmente, as concentragfes de poloxamer 407 de 16 e 25%
(m/V) foram testadas para a prepara¢do dos hidrogeis. No entanto, a
adicdo de 25% de poloxamer a suspensdo de nanocapsulas levou a
formacdo de um hidrogel altamente viscoso quando exposto a
temperatura ambiente. Além disso, a elevada viscosidade deste hidrogel
proporcionou caracteristicas sensoriais inadequadas a aplicacdo topica
cutdnea. Por outro lado, a formulacdo contendo 16% de poloxamer
mostrou uma viscosidade adequada, boa espalhabilidade, além de
promover a formacéo de um filme na pele para um potencial controle de
liberacdo dos compostos nanoencapsulados. Assim, essa concentragdo
foi escolhida para a preparacdo dos hidrogeis contendo as nanocapsulas
PLGA-SEs.

4.7.1 Determinacdo das caracteristicas fisico-quimica no hidrogel
termossensivel contendo a suspensdo de nanocapsulas de PLGA-
SEss

Ap6s a incorporacdo do poloxamer 407 na suspensdo de
nanocapsulas, as caracteristicas fisico-quimicas de tamanho de particula
e potencial zeta, assim como o teor de carotenoides totais e de
astaxantina no hidrogel foram avaliadas. Os resultados encontram- se
descritos na Tabela 16.

Tabela 16. Caracteristicas de tamanho de particula, potencial zeta, teor de
carotenoides totais (CT) e de astaxantina (Astx) do hidrogel de poloxamer 407
contendo a suspensdo de nanocapsulas PLGA-SE;s.

Formulagio Tamanho 1(nm) Potencial CT livre Astx total
IPD Zeta (M /mL. /mL.

(IPD) (MV)  (ugmb) oy (ugiml)

HG PLGA- 208,0 £10,3 275404 89,53 + 1,68 + 39,46 £
SE;s (0,166) S 9,02 0,19 0,54

'Entre parénteses, indice de polidisperséo (IPD).
Valores sdo expressos como média + desvio padrdo (n =3)

Como pode ser observado na Tabela 16, o didmetro médio das
particulas se manteve em valores similares aqueles previamente
encontrados para a suspensdo de nanocapsulas PLGA-SE;s. Da mesma
maneira, a adicdo de poloxamer para formagdo do hidrogel néo
influenciou no indice de polidispersdo, mantendo a caracteristica de
distribuicdo monomodal de tamanho de particula. Entretanto, é possivel
verificar que o valor de potencial zeta sofreu um decréscimo em modulo
de -40 mV na suspensdo de nanocépsulas para -27,5 mV no hidrogel
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(ver Tabela 12). Os teores de carotenoides totais e astaxantina livre e
total sofreram uma reducéo de cerca de 20% no hidrogel (ver Tabela 13
e 14), provavelmente decorrente de um efeito de diluicdo das
formulagdes com a adi¢do do poloxamer 407.

4.7.2 Avaliagdo das propriedades reoldgicas dos hidrogeis
termossensiveis contendo a suspensao de nanocapsulas

As formas farmacéuticas de aplicagdo topica cutdnea sdo
geralmente elaboradas como emuls6es ou geis devido ao seu potencial
tecnoldgico de controle de viscosidade. Nesse contexto, as
caracteristicas reoldgicas sdo propriedades importantes a serem
consideradas na fabricacdo, estocagem e aplicagdo de formulagdes
semissolidas. Na preparagdo de hidrogeis poliméricos, o tipo de
polimero empregado pode influenciar o comportamento reoldgico desta
e, portanto, pode afetar a estabilidade fisica do produto, assim como o
seu comportamento sobre a pele (liberagdo do ativo pelo veiculo e
formagéo de filme na pele), resultando em diferentes graus de aceitacéo
do mesmo pelo consumidor (TADROS, 2004; GUTERRES et al., 2007).

As formulacBes que possuem particulas assimétricas, a exemplo
da maioria dos produtos cosméticos e farmacéuticos, apresentam fluxo
nao-Newtoniano; ou seja, em que a viscosidade depende da tensdo de
cisalhamento aplicada, sendo este representado por trés tipos principais
de perfil de escoamento: plastico, pseudoplastico e dilatante (ANSEL et
al., 2000). Nesse estudo avaliou-se a viscosidade dos hidrogeis de
poloxamer preparados ou ndo com a suspensdo de nanocapsulas PLGA-
SE;s em duas temperaturas diferentes, a fim de verificar essa
propriedade da formulagdo nas temperaturas aproximadas de
armazenamento (geladeira) e de aplicacdo (pele). Os valores de
viscosidade e do indice de fluxo dos hidrogeis encontram-se descritos na
Tabela 17

Tabela 17. Valores de viscosidade e indice de fluxo dos hidrogeis de poloxamer
407 contendo ou ndo a suspensdo de nanocapsulas de PLGA-SE;s nas
temperaturas de 4,0 °C e 35 °C.

Formulacio Viscosidade (mPa + DP) indice de fluxo (n)
‘ 4,0°C 35°C 4,0°C 35 0C
HG PLGA-SE;s 33,0£2,35 140186 + 8,90 0,96 0,07

HG Polax. 16%  22,5+1,77 115581 + 3,89 1 0,08
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Na temperatura de 4,0 °C, ambos os hidrogeis foram
caracterizados como fluidos Newtonianos, uma vez que a sua
viscosidade manteve-se constante independente da tensdo de
cisalhnamento e do tempo. Porém, quando as formulagcdes foram
analisadas a 35 °C, houve uma mudanga no comportamento reoldgico
dos hidrogeis, tornando-se ndo Newtonianos (Figura 19).

Figura 19. Comportamento reoldgico dos hidrogeis de poloxamer preparados
com e sem a adigdo da suspensdo de nanocépsulas PLGA-SE;s em diferentes
temperaturas (@) HG branco 4,0 °C; (b) HG com PLGA-SE5 4,0 °C; (c) HG
branco 35 °C; (d) HG com PLGA-SE 5 35 °C.
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Dentre os modelos matematicos analisados, a lei das Poténcias foi
a que melhor se adaptou ao perfil reoldgico dos hidrogeis desenvolvidos
na temperatura de 35 °C (r2= 0,9911 e 0,9751, para os hidrogeis com e
sem a adicdo da formulacdo PLGA-SE s, respectivamente). Segundo a
lei das Poténcias, o indice de fluxo ou de escoamento caracteriza o
desvio de fluidos em relagdo ao comportamento Newtoniano (nh = 1).
Fluidos pseudoplasticos apresentam um valor de n abaixo de 1, e os
dilatantes acima de 1 (MITCHEL, 2004).
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E possivel verificar que na analise a 35 °C, os hidrogeis
apresentaram um valor de n muito baixo, o que determina um perfil de
escoamento pseudoplastico. Materiais com esse comportamento
apresentam suas moléculas em um estado desordenado quando em
repouso e, quando submetidos a uma tensdo de cisalhamento, suas
moléculas tendem a se orientar na direcdo da forca aplicada. Para as
formulagdes dermocosméticas, o fluxo pseudoplastico é o mais comum,
uma vez que elas tém sua viscosidade aparente diminuida gradualmente,
a medida que aumenta a tensdo de cisalhamento (CORREA et al., 2005).

Além disso, também pode-se notar um aumento importante na
viscosidade do hidrogel preparado com a suspensdo de nanocapsulas
nessa mesma temperatura, sugerindo que as nanocapsulas estejam
dispersas entre as redes do gel, aumentando a resisténcia da formulagédo
ao fluxo.

4.8 DEFINI(}AO DA ESTABILIDADE ACELERADA DAS
SUSPENSOES COLOIDAIS E HIDROGEIS

A avaliacdo do comportamento de separacdo das dispersdes é
vital durante o processo de desenvolvimento de uma formulagdo. Neste
contexto, diversas técnicas vém sendo utilizadas para avaliagdo dos
possiveis fendmenos de separacdo de fases (HOSCHEID et al., 2015).
Nesse trabalho utilizou-se a centrifuga analitica LUMiSizer® para
avaliacdo da estabilidade acelerada, uma vez que a mesma permite uma
deteccdo rapida e confiavel de fendmenos de instabilidade, como
floculacdo, sedimentacdo e cremagem. Através da analise de perfis de
transmissdo de luz é possivel determinar a estabilidade da amostra.
Formulacdes estaveis fornecem perfis constantes e uniformes sob a acéo
de uma forca centrifuga, enquanto amostras que apresentam potencial
para separacdo de fases exibem diferentes perfis de transmissao de luz
durante o tempo de analise (CADDEO et al., 2013; YUAN et al., 2013).

Nesse estudo, primeiramente foi definido a estabilidade das
suspensdes de nanocdpsulas de PLGA contendo as diferentes
concentragbes de solugdo extrativa de H. pluvialis em temperatura
ambiente. Os perfis de transmissdo de luz de todas as formulagdes
mostraram-se similares, sem evidéncias da ocorréncia de fendmenos de
instabilidade, como sedimentacéo, floculagdo ou cremagem, visto que 0s
mesmos mantiveram-se constantes durante todo o periodo de analise
(Figura 20).
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Figura 20. Representacdo dos perfis de transmissdo de luz das suspensfes de
nanocapsulas de PLGA contendo carotenoides de H. pluvialis sujeitas a
centrifugacéo de 4000 RPM a 25 °C.
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Da mesma forma, o hidrogel de poloxamer 407 preparado com a
suspensdao de nanocépsulas PLGA-SE;s foi analisado, porém, nas
temperaturas de 5,0 °C e 25 °C, visando definir a estabilidade da
formulagdo no estado fluido e gel. A formulagdo em ambas as
temperaturas se apresentou estavel, representadas por perfis constantes,
conforme observado na Figura 21. Em virtude da semelhanca de perfil
da formulacdo em ambas as temperaturas analisadas, apenas o perfil de
transmissao a 25 °C foi apresentado.

Figura 21. Representacdo dos perfis de transmissdo de luz de amostras do
hidrogel de poloxamer preparado com a formulagdo PLGA-SE;s sujeitas a
centrifugacéo de 4000 RPM a 5° e a 25 °C.

At

A estabilidade de uma dispersdo coloidal também pode ser
avaliada pelo valor do indice de instabilidade fornecido nessa analise,
em que quanto mais proximo de 1, maior a probabilidade de ocorrer
fendmenos de instabilidade. Na Figura 22 estdo exibidos os valores dos
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indices encontrados para as diferentes suspensdes de nanocapsulas
contendo carotenoides de H. pluvialis a 25 °C e para o hidrogel
preparado com a formulagdo PLGA-SE;s, em diferentes temperaturas.

Figura 22. indices de instabilidade das diferentes suspensdes de nanocapsulas
de PLGA contendo carotenoides de H. pluvialis a 25 °C (a) e do hidrogel
preparado com a formulagdo PLGA-SE;5 a 5,0 °C e a 25 °C (b).
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Como se pode verificar, todas as suspensdes de nanocapsulas
desenvolvidas com PLGA apresentaram um indice de instabilidade entre
0,15 e 0,35, o que demonstra a estabilidade das formulacdes frente a
separacdo de fases. Além disso, é possivel notar que a formulacédo
contendo 15 mL de solugdo extrativa da microalga H. pluvialis mostrou
um indice mais baixo quando comparado as outras formulagdes,
indicando que a adi¢do de uma menor quantidade de solucdo extrativa a
formulacéo fornece suspensdes coloidais mais estaveis.

Na andlise do hidrogel de poloxamer 407 contendo as
nanocapsulas de PLGA-SE;s, 0 indice de instabilidade encontrado na
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temperatura de 5,0 °C foi significantemente maior que a 25 °C. Este
resultado seria esperado, visto que a 25 °C hd um aumento da
viscosidade devido ao processo de gelificacdo, o que reduziria a
tendéncia de separacédo de fases das particulas dispersas.

4.9 DETERMINAGCAO DO PERFIL DE LIBERAGAO IN VITRO DOS
CAROTENOIDES EXTRAIDOS DA MICROALGA H. pluvialis
A PARTIR DAS FORMULACOES DESENVOLVIDAS

A liberacdo de uma substancia encapsulada a partir de
nanoestruturas poliméricas, assim como a biodegradacdo do polimero,
sdo fatores importantes para o desenvolvimento de uma formulagdo bem
sucedida. O perfil de liberacdo € um processo bastante complexo que
depende de diversos fatores, como dessor¢cdo da substancia ativa da
superficie das particulas, difusdo através do polimero, degradacdo da
matriz, cristalinidade do farmaco, afinidade entre o fArmaco e a matriz
coloidal, entre outros (SOPPIMATH et al., 2001).

Para determinacdo do teor de carotenoides totais no meio de
liberacdo constituido de tampéo fosfato salino pH 7,4 contendo 0,25%
de lauril sulfato de sodio, uma curva de calibracdo foi obtida a partir da
solucdo extrativa de H. pluvialis (Figura 23). A curva de calibracdo
exibiu coeficiente de determinacéo (r?) de 0,9999 e equacédo da reta y =
0,1515x + 0,0033, evidenciando a linearidade do método de analise no
intervalo de concentracéo entre 0,5 e 6,0 ug/mL.

Figura 23. Curva de calibracdo de carotenoides de H. pluvialis em tampéo
fosfato salino pH 7,4 contendo 0,25% de lauril sulfato de sédio (m/V) obtida
por espectrofotometria de absorcéo a 480 nm.
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Os perfis de liberacdo dos carotenoides totais a partir da solucdo
extrativa livre de H. pluvialis em acetona e dos hidrogeis contendo a
solucdo extrativa livre em acetona e nanoencapsulada encontram-se na
Figura 24.

Figura 24. Perfis de liberagdo dos carotenoides totais a partir da solucdo
extrativa de H. pluvialis livre em acetona e dos hidrogeis de poloxamer 407
(Hg) preparados com a solucdo extrativa livre a nanoencapsulada. *p< 0,05,
ANOVA seguida do pés-teste de Bonferroni.
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Conforme observado na Figura 24, ap6s 72 h de ensaio, 0
percentual de carotenoides totais liberado a partir da solucdo extrativa e
do hidrogel de poloxamer 407 contendo a solucdo extrativa livre ndo
diferiram significativamente entre si, exibindo um valor de cerca de
30%. No entanto, no mesmo periodo, o percentual de carotenoides totais
liberado a partir do hidrogel de PLGA-SE 5 foi cerca de 50%, diferindo
significativamente da solucéo extrativa e do hidrogel contendo a solu¢édo
extrativa livre. Em todos os casos, os perfis de liberacdo foram
prolongados, o que pode ser explicado pela elevada hidrofobicidade
destes compostos, principalmente dos ésteres de astaxantina. No caso da
solucdo extrativa e do hidrogel contendo a solugdo extrativa livre, a
acetona pode ter rapidamente difundido através da membrana de didlise
em direcdo ao meio de liberacdo, provocando a precipitacdo dos
compostos no interior do saco de diélise, 0 que tornou mais lento o
processo de difusdo dos carotenoides através da membrana de didlise.

A liberacdo dos carotenoides totais a partir do hidrogel de
poloxamer contendo as nanocapsulas PLGA-SE;s parece ser um
processo mais complexo. Uma vez estando dissolvido no nucleo oleoso
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ou adsorvido na superficie das nanocéapsulas, os carotenoides podem se
difundir mais facilmente através da parede polimérica de PLGA e do
hidrogel, atravessar a membrana de dialise e atingir o meio de liberacéo.
Além disso, no periodo de tempo avaliado, a degradacéo/erosao parcial
do PLGA pode ter ocorrido, contribuindo para a mais rapida liberacéo
dos carotenoides (MAKADIA; SIEGEL, 2011). Por outro lado, ap6s 0s
carotenoides serem liberados das nanocéapsulas, essas substancias
entram em contato com micelas de poloxamer 407 do hidrogel,
formadas na temperatura de 37 °C. Este copolimero apresenta diversas
propriedades, entre elas a de aumentar a solubilidade de farmacos no
interior das micelas (DUMORTIER et al., 2006). Assim, essa
caracteristica também pode ter afetado a velocidade de liberagdo dos
carotenoides a partir dos hidrogeis contendo as nanocapsulas

O perfil de liberacdo dos carotenoides a partir da suspensdo de
nanocapsulas de PLGA-SE s ndo pdde ser obtido, visto que durante as
72 h de experimento a quantidade liberada de carotenoides totais no
meio esteve abaixo do limite de quantificacdo. Devido ao carater
lipofilico dos carotenoides, estas substancias apresentam elevada
afinidade pelo nucleo oleoso, o que é corroborado pelo elevado valor
obtido de eficiéncia de encapsulacdo. Portanto, o processo de liberacéo
dos carotenoides totais a partir da suspensdo de nanocéapsulas de PLGA
parece ser um processo muito lento, sendo favorecido quando veiculado
em hidrogeis de poloxamer.

O perfil de liberagdo de farmacos a partir de sistemas de liberagao
imediata e modificada pode ser representado por diversos modelos
matematicos (ZHANG et al., 2010). Dentre os modelos testados, o que
melhor se ajustou ao perfil de liberacdo da solucdo extrativa de H.
pluvialis em acetona e do hidrogel de poloxamer 407 contendo a
formulagcdo PLGA-SE;s foi 0 de ordem zero (Tabela 18). Esse modelo
baseia-se na liberacdo lenta da substncia ativa a partir de formas
farmacéuticas que ndo se desagregam. As formas farmacéuticas que
seguem esse perfil liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade
de tempo, constituindo-se como uma das melhores formas de veicular
farmacos para liberacdo prolongada. Esse modelo pode ser expresso, de
um modo simples, pela seguinte relacdo: Q; = Qo + Ko, Sendo Q; a
guantidade de farmaco liberada no tempo t, Q, a quantidade inicial de
farmaco na solucdo (na maior parte das vezes, Qo = 0) e Kq a constante
de liberacdo de ordem zero. Desse modo, um grafico da fracdo liberada
do farmaco versus tempo sera linear, se as condigdes previamente
estabelecidas forem cumpridas (COSTA, 2002). Nesse ensaio, 0S
valores de Ky encontrados foram de 0,79 e 0,26 para o hidrogel contendo
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a formulacdo PLGA-SE;s e para solucdo extrativa de H. pluvialis em
acetona, respectivamente.

Por outro lado, o perfil de liberagdo do hidrogel contendo a
solucdo extrativa livre de H. pluvialis foi melhor representado pelo
modelo Korsmeyer-Peppas. Este modelo é geralmente utilizado para
descrever a liberacdo de farmacos quando o mecanismo que prevalece
ndo é bem conhecido ou resulta da combinacdo de dois processos
aparentemente independentes: um devido ao transporte de farmaco que
obedece as leis de Fick ou transporte Fickiano (difusdo), e outro por
consequéncia dos fendmenos de inchamento/relaxamento das cadeias
poliméricas do gel (expansao dinamica) e que envolve a transicdo de um
estado semi-rigido a outro mais flexivel, chamado transporte Caso-II.
Assim, nesta representacdo tem-se em conta ndo s6 a difusdo do
farmaco, mas também o relaxamento do gel como processos
determinantes na liberacdo do farmaco (LOPES; LOBO; COSTA,
2005).

Tabela 18. Valores de r? ap6s aplicacdo dos modelos matematicos de liberacéo
de frmacos.

Hg com SE Hg com PLGA-

Modelos SE em acetona I

ivre SE5
Ordem Zero 0,9215 0,7915 0,9837
Primeira Ordem 0,9205 0,8132 0,9650
Hiagushi 0,8904 0,8426 0,9402
Korsmeyer-Peppas 0,8812 0,8936 0,9836

Hixson-Crowell 0 0,8066 0,9743
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5 CONSIDERAGCOES FINAIS

A pele é o 6rgdo mais externo do corpo humano; portanto, esta
constantemente exposta a diversos fatores externos, entre eles a radiacéo
ultravioleta. A exposi¢do cronica a luz solar é relatada como o principal
fator etiolégico no desenvolvimento de cancer de pele, também sendo
responsavel  pelo  fotoenvelhecimento e  diversas  reacgdes
imunosupressoras (ICHIHASHI et al., 2003). Nesse contexto, a
prevencdo desses efeitos deletérios atraves da utilizacdo de terapias
fotoprotetoras de uso oral ou tdpica cutanea torna-se necessaria.

Nesse trabalho, o desenvolvimento de uma formulacdo
dermocosmética inovadora visando a fotoprotecdo e & quimioprevengdo
foi proposta, levando em consideracdo a crescente demanda dos
consumidores por compostos naturais que possam atuar na prevencao de
diversos tipos de doencas. Os carotenoides, em particular a astaxantina,
vém demonstrando um grande potencial no combate dos danos causados
pela radiacdo UV, evidenciado por inimeros ensaios in vitro e in vivo ja
publicados. Entretanto, a aplicacdo clinica desses compostos apresenta
certas limitacGes devido a sua elevada instabilidade e baixa solubilidade
aquosa. Dessa forma, a nanoencapsulacao foi escolhida como estratégia
para melhorar as propriedades biofarmacéuticas dos carotenoides, por
ser uma metodologia simples e que apresenta muitas vantagens.

A extracdo dos carotenoides a partir da microalga
Haematococcus pluvialis permitiu a obtengdo de uma solugdo com alta
concentracdo desses compostos, principalmente de astaxantina e seus
ésteres. A preparacdo de nanocapsulas poliméricas contendo a solucédo
extrativa foi realizada pela técnica da nanoprecipitagdo ap6s um estudo
de formulag@o. Dentre os resultados obtidos, a concentracdo de 0,5% do
tensoativo hidrofilico polissorbato 80 e a incorporacdo de 15 mL da
solucdo extrativa de H. pluvialis nas formulacdes levaram a obtencéo de
suspensdes coloidais com caracteristicas fisico-quimicas mais
adequadas. Igualmente, a melhor estabilidade das suspens@es coloidais
foi obtida com a utilizacdo do polimero PLGA para a preparacdo das
nanocapsulas.

A formulacdo selecionada apds o estudo de formulagdo (PLGA-
SE;s) permitiu a formacédo de particulas esféricas com clara definicdo da
parede polimérica e do nicleo oleoso. Ainda, os teores de astaxantina e
de carotenoides totais encontrados nessa suspensdo coloidal se
mostraram elevados e com uma eficiéncia de encapsulagdo maior que
98%, o0 que indica uma alta afinidade desses compostos hidrofébicos
pela particula.
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Entre os principais problemas associados a aplicagéo terapéutica
de carotenoides, pode-se citar a sua instabilidade frente a temperatura.
Nesse trabalho, a formulagdo PLGA-SE;s mostrou-se estavel
qguimicamente quando armazenada a 5,0 °C por 30 dias. Todavia, ao ser
armazenada a temperatura ambiente, os teores de carotenoides totais e
astaxantina foram significantemente reduzidos. Além disso, pdde-se
verificar que a adicdo de vitamina E nas formulagdes ndo proporciou
algum tipo de protecdo aos carotenoides presentes na solucéo extrativa.
Nesse contexto, foi possivel concluir que é de fundamental importancia
0 cuidado no armazenamento das formulagdes, mantendo-as sempre em
baixas temperaturas para garantir a sua integridade quimica.

Ainda levando em consideracdo a estabilidade de sistemas
nanoparticulados, uma das principais vantagens da nanoencapsulacdo é
a protecdo da substancia ativa contra processos degradativos através do
revestimento polimérico. Devido a grande instabilidade dos
carotenoides a luz, sugere-se para estudos posteriores a investigacdo do
potencial protetor da parede de PLGA para esses compostos, apds
exposicdo da suspensdo a luz por um determinado periodo de tempo.

A suspensdo de nanocapsulas contendo os carotenoides extraidos
da microalga H. pluvialis foi elaborada e caracterizada visando
atividades biolégicas especificas para protecdo cutdnea. Para a
verificagdo do potencial antioxidante, o método do sequestro do radical
livre DPPH foi escolhido. Nesse ensaio, foi possivel comprovar o
elevado poder desses compostos contra 0 estresse oxidativo,
apresentando uma atividade antioxidante cerca de 9 vezes maior do que
a encontrada para o controle positivo avaliado. Ainda, é importante
ressaltar que estudos mais aprofundados devem ser realizados em
relacdo as possiveis propriedades bioldgicas da suspensdo coloidal
desenvolvida, principalmente visando comprovar a sua utilizagdo como
um fotoprotetor natural, além de verificar o seu papel quimiopreventivo.

O desenvolvimento de uma formulagdo farmacéutica bem
sucedida também depende amplamente de suas caracteristicas
reologicas. Com o objetivo de fornecer um perfil de aplicacdo e
espalhabilidade mais adequado para a suspensdo de nanocépsulas
contendo os carotenoides, hidrogeis termossensiveis foram preparados
com a adicdo de poloxamer 407 as suspensdes. Ao ser armazenado em
uma temperatura de 4,0 °C, a qual representa a temperatura de um local
de armazenamento apropriado para o0s carotenoides; o hidrogel
preparado com a formulagcdo PLGA-SE;5 se apresentou como um fluido
Newtoniano, indicando que a sua viscosidade permanece constante
durante 0 armazenamento. Ja a 35 °C, a qual representa a temperatura
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aproximada do local de aplicacdo, o hidrogel apresentou uma alta
viscosidade com um comportamento pseudoplastico; isso demonstra que
em contato com a pele, a viscosidade diminui a medida que é feita o
espalhamento do produto. Como base nesses resultados, sugere-se que 0
hidrogel desenvolvido nesse trabalho possui propriedades favoraveis
para aplicagdo em spray, assim como caracteristicas adequadas em
termos de espalhabilidade cutanea.

A liberacdo de um farmaco a partir de uma forma farmacéutica é
uma etapa essencial a ser estudada no desenvolvimento de uma nova
formulacdo. O perfil de liberacdo fornece informacOes referentes a
guantidade de substancia ativa que de fato ird exercer a acdo terapéutica
pretendida. O hidrogel desenvolvido com a suspensdo de nanocapsulas
PLGA-SE;5 apresentou um perfil de liberagdo de carotenoides totais
controlado, representado pelo modelo cinético de ordem zero. Essa
formulacdo obteve aproximadamente 50% dos carotenoides liberados ao
final das 72 horas de experimento, exibindo uma diferenga significativa
em relacdo a solucdo extrativa livre em acetona e o hidrogel preparado
com a solucdo extrativa livre. Esse maior percentual encontrado na
formulacdo contendo as nanocdapsulas pode estar relacionado com a
incorporacdo do copolimero poloxamer 407, o qual possivelmente atuou
como um promotor de liberacdo dos carotenoides, ao servir de veiculo
para suspensdo de nanocapsulas devido ao seu potencial de aumentar a
solubilidade de moléculas com carater lipofilico.

Apesar de os ensaios de liberagdo apresentarem resultados
promissores para obtengdo de uma formulacdo dermocosmética,
modificagBes na composi¢do da mesma ainda podem ser realizadas com
0 intuito de adequar o seu perfil de liberacdo. Estudos posteriores devem
visar o alcance de um maior percentual de carotenoides totais liberados
em um menor periodo de tempo, porém, mantendo o sistema com um
perfil controlado.
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CONCLUSOES

O método de extragdo empregado permitiu a obtencdo de
solugdes extrativas da Haematococcus pluvialis com eficiéncia,
apresentando uma alta concentragdo de carotenoides totais e de
astaxantina.

O método analitico de cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi desenvolvido com sucesso e provou ser linear, exato,
preciso e robusto para quantificagdo da astaxantina livre em
todas as etapas do trabalho.

Os ésteres de astaxantina foram hidrolisados apds um periodo
de 3 a 4 h de reacdo de saponificacdo, com uma taxa de
degradacdo de astaxantina de aproximadamente 10% ap6s a
terceira hora. Apesar deste percentual de degradacdo, o teor de
astaxantina total pdde ser determinado na solucdo extrativa e
nas diferentes formulages.

A preparagdo de suspensdes de nanocépsulas poliméricas pelo
método da nanoprecipitacdo demonstrou-se vidvel e de simples
execucdo, garantindo a obtencdo de uma formulagdo estavel
com caracteristicas fisico-quimicas adequadas.

A eficiéncia de encapsulagdo da astaxantina nas nanocapsulas
foi elevada (acima de 98%), evidenciando a grande afinidade
destas substancias hidrofébicas pela particula.

A solucdo extrativa livre e nanoencapsulada apresentaram uma
alta atividade antioxidante pelo método do DPPH, confirmando
0 seu potencial biol6gico na prevencao do estresse oxidativo.

A formulacdo PLGA-SE;s mostrou-se estavel quimicamente
guando armazenada a 5,0 °C por 30 dias. Entretanto, ao ser
armazenada a temperatura ambiente, os teores de carotenoides
totais e astaxantina foram significantemente reduzidos. Ainda,
pode-se verificar que a adicdo de vitamina E nas formulaces
ndo proporciou algum tipo de protecdo aos carotenoides
presentes na solugdo extrativa.
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Os hidrogeis termossensiveis de poloxamer 407 preparados
com s suspensdo de nanocapsulas PLGA-SE;s apresentaram-se
como um fluido Newtoniano quando expostos a temperatura de
armazenamento (4,0 °C). Ja a 35 °C, os hidrogeis apresentaram
uma alta viscosidade com um comportamento pseudoplastico, o
que demonstra um perfil interessante dessa formulagdo em
relagdo as propriedades de aplicacdo e espalhabilidade.

As suspensdes de nanocapsulas e o hidrogel desenvolvido
exibiram um perfil de transmissdo de luz uniforme e plano,
demonstrando a estabilidade das formulages. Os indices de
instabilidade corroboraram com o perfil encontrado e
evidenciaram a alta estabilidade do hidrogel contendo as
nanocépsulas frente a separacdo de fases.

O hidrogel desenvolvido com a suspensdo de nanocapsulas
PLGA-SE;5 apresentou um perfil de liberacdo de carotenoides
totais controlado, representado pelo modelo cinético de ordem
zero. O percentual liberado foi significantemente maior para
essa formulacdo quando comparado & solucao extrativa livre em
acetona e o hidrogel preparado com a solugdo extrativa livre.

Face aos resultados apresentados, a  formulagdo
nanoencapsulada contendo carotenoides da microalga
Haematococcus pluvialis desenvolvida e caracterizada nesse
trabalho, juntamente com o hidrogel preparado com essa
formulacdo, mostrou ser uma estratégia promissora para
obtencdo de um produto de uso tdpico cutaneo, visando as
atividades fotoprotetora e a quimiopreventiva. Entretanto,
estudos ainda podem ser realizados com o intuito de adequar a
estabilidade e o perfil de liberacdo dos carotenoides a partir das
formulagdes.
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