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1. Introducéo

A genisteina (GEN), uma isoflavona encontrada em abundancia na soja,
possui acdo antitumoral e quimioprotetora (Banerjee et al, 2008) interessante para
administracdo tépica. Porém sua instabilidade quimica ndo favorece sua aplicacédo
topica. Desta forma, a obtencdo de nanoparticulas catibnicas parece ser uma
alternativa viavel para administracao topica deste farmaco, visto que nanoparticulas
carregadas positivamente podem apresentar maior interacdo com a pele (Taveira et
al., 2009).

Nanoparticulas com superficie com carga positiva podem ser obtidas pela
adicao de tensoativos catibnicos a formulacao (Vighi et al, 2010). Entre as opcdes de
co-tensoativos disponiveis esta o cloreto de cetilperidinio (CPC), o brometo de
tetradeciltrimetilaménio (CTAB), o brometo de dimetiloctadecilaménio (DDAB),
esterquat 1 (EQ 1), entre outros. Dentre as opc¢des disponiveis o CPC € o mais
empregado, porém, apresenta toxicidade consideravel (Tabatt et al, 2004). Assim,
formulacbes que contém CPC devem ter o seu perfil citotoxico avaliado.

O objetivo do trabalho foi desenvolver e caracterizar nanoparticulas
catidnicas, para uso topico, contendo diferentes quantidades de CPC, assim como
avaliar o perfil de citotoxicidade destas formulacfes frente a linhagem celular de

cancer de pele.

2. Materiais e métodos

2.1 Preparo de Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
As nanoparticulas brancas foram produzidas pela técnica de diluicdo de

microemuls&o. Primeiramente, compritol® (2%), tensoativos (1%, sendo a relacdo



entre Tween80/Span 85 de 7:3) foram aquecidos a 80°C. Em seguida o tensoativo
catibnico foi adicionado (0,05 — 0,5%). 250 pL de &gua a 80°C também foi
adicionada para formacdo da microemulsdo. A microemulséo foi gotejada em agua
gelada (4°C) (na proporcao 1:20) totalizando aproximadamente 20 mL de
formulagdo. Homogeneizou-se em ultra-turrax a 14000 rpm por 10 minutos. Por fim,
as formulacbes foram submetidas a ultrassom de agulha por 10 minutos. As
formulacbes contendo NLS carregadas com farmaco foram preparadas com a
adicdo de 8% de farmaco em relacdo a quantidade total de lipideos adicionado a
formulagcédo. O farmaco foi adicionado na microemulsdo antes do gotejamento em

agua gelada.

2.2 Caracterizacdo das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas desenvolvidas

2.2.1 Avaliagdo do tamanho, Pdl e potencial zeta

A caracterizacdo das nanoparticulas obtidas em relagcdo ao tamanho e indice
de polidispersividade (Pdl) foi realizada em equipamento ZetaSiser Nano-S pela
técnica de espalhamento dindmico de luz. A determinagdo do potencial zeta foi
realizada em equipamento ZetaSizer Nano ZS pela medida da velocidade de

migracao eletroforética das particulas. Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

2.2.2 Avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo, carga de farmaco e recuperacao
A Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%) foi avaliada através da diferenca entre
farmaco total (FT) e farmaco livre (FL) em relacdo a quantidade de farmaco total,

conforme a Equacao |I.
EE% = o % 100 .
FT Equacéo |

Para determinacdo do farmaco total na formulacéo, isto €, farmaco livre e
farmaco encapsulado, as nanoparticulas foram rompidas com o uso de metanol,
agitadas em vortex por 2 minutos, filtradas e analisadas por espectroscopia.

A determinacdo do farmaco livre foi realizada a partir de ultrafiltracdo. Para
tanto, foi utilizado o sistema de ultrafiltracdo VivaSpin, composto por dois
compartimentos separados por uma membrana de 10.000 Da. Uma amostra de 1 ml
foi adicionada no compartimento superior. O dispositivo foi submetido a
centrifugacéo (25°C; 4000G) por 20 minutos. A solugdo obtida no compartimento

inferior, correspondente ao farmaco livre, foi diluida e quantificada.



A carga de farmaco foi determinada através da diferenga entre farmaco total
(FT) e farmaco livre (FL) em relacdo a massa de lipideos (ML) adicionada a

formulacédo, conforme a Equacéo Il
FT—FL
ML

CFY% = X 100 Equacéo Il

Para determinar a recuperacdo de farmaco foi calculada a relacdo entre
farmaco total (FT) e farmaco adicionado (FA), de acordo com a Equacdo lIl.

RECY% = ikl % 100 B
FA Equacéo Il
2.3 Avaliagéo da citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade foram realizados em linhagem celular de
melanoma B16F10, obtida da ATCC (American Type Culture Collection, EUA). As
culturas celulares foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro
bovino fetal e mantidas em estufa imida a 37°C com 5% de CO5.

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difeniltetrazolium), realizado em placas de 96 pocos,
Em cada poco foram adicionadas 1 x 10° células, sob as quais foram colocadas as
formulacbes testadas. As placas foram lidas em espectrofotometro (ELISA). Os

testes foram realizados em triplicata.

3. Resultados e discusséo

Estudos preliminares foram realizados para avaliar a influéncia no tamanho
médio e indice de polidispersividade (Pdl) das particulas com e sem utilizacdo do
ultrassom de agulha. Observou-se que as particulas obtidas sem o ultrassom de
agulha apresentaram tamanho médio de 601 nm (+ 46,13) e Pdl de 0,507 (+ 0,07),
enquanto que aquelas obtidas com sonicacdo de 10 minutos em ultrassom de
agulha apresentaram tamanho de 328 nm (+ 36,63) e Pdl de 0,243 (+ 0,03). Desta
forma, todas as particulas obtidas a partir destes estudos foram submetidas ao
processo de sonicacao.

A Tabela 1 contem os resultados obtidos a partir da caracterizacdo das
nanoparticulas com diferentes quantidades de CPC. E possivel observar na Tabela
1 que o tamanho e Pdl das nanoparticulas se manteve semelhante em todas as
formulac6es. Como era esperado, o valor do potencial zeta diminui a medida que a
quantidade de CPC diminui, visto que, devido a sua natureza catiénica, o CPC é o

responsavel por dar carga positiva a superficie das particulas.



Tabela 1. Tamanho e PdI das formula¢des apds serem sonicadas

Quantidade de

CPC nas NLS (%) Tamanho (nm) Pdl Potencial zeta (mV)
0,050 328 + 36,63 0,243 £ 0,03 29,18 + 2,77
0,125 337 +12,94 0,244 + 0,01 27,13+ 0,49
0,250 341 +17,11 0,256 = 0,02 24,55 + 0,50
0,500 326 + 14,28 0,232 +0,01 22,33+ 0,52

A citotoxicidade das formulacdes foi avaliada em cultura de células tumorais
(Figura 1). E possivel observar que formulacdes com 0,05 a 0,25% de CPC
apresentaram altos valores de toxicidade em cultura de células tumorais, enquanto
que a formulagcdo com 0,05% n&o apresentou citotoxicidade significativa. Outros
estudos devem ser realizados a fim de verificar a toxicidade destas formulactes
através de testes de irritacdo cutanea, visto que no estudo de citotoxicidade as

formulacbes séo colocadas em contato direto com a cultura de células tumorais.
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Figura 1. Perfil citotoxico de formulacdes contendo concentracdes crescentes de CPC.

A formulacéo com 0,05% de CPC foi obtida com o farmaco, genisteina (GEN).

A formulagéo obtida foi caracterizada conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Formulacdo contendo farmaco com agéo antitumoral

Tamanho Potencial
Pdl EE% REC% CF%
médio (nm) zeta (mV)
326,64 0,274 23,01 99,78 6,07 76,06
(x23,83) (£ 0,02) (x2,77) (x 0,08) (x 0,65) (+ 8,09)




A formulacdo contendo GEN apresentou tamanho médio e Pdl semelhantes
as particulas sem farmaco, além disso, apresentou alta eficiéncia de encapsulagéo e
alta carga de farmaco, e portanto, parece ser uma formulacdo promissora para o

tratamento de malignidades cutaneas.

4. Conclusbes

A sonicacdo durante o preparo de formulacdes de NLS mostrou-se capaz
para diminuir o tamanho e o Pdl das particulas. A formulagdo com 0,05% de CPC
nao apresentou citotoxicidade contra a linhagem celular testada e mostrou-se

eficiente para encapsulacédo do farmaco antineoplasico genisteina.
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