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RESUMO

A genisteina (GEN), isoflavona contida nos gréos da soja, apresenta atividade
contra um grande numero de tipos de cancer, incluindo o cancer de pele. No
entanto, para ser usada topicamente € fundamental que a GEN esteja associada a
uma formulacdo adequada. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar
nanoparticulas lipidicas sdlidas (NLS) contendo genisteina para aplicacdo topica.
Para a quantificacdo da genisteina nas diferentes camadas da pele foi desenvolvida
e validada uma metodologia bioanalitica em cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com detecgdo no UV. As NLS foram obtidas com behenato de glicerila,
polissorbato 80, trioleato de sorbitano e tensoativo catidnico cloreto de cetilpiridinio
(CPC) em diferentes quantidades (0,5 — 0,05%). As NLS foram caracterizadas
guanto ao tamanho, PdlI, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacao e recuperacao.
Foram realizados estudos in vitro de liberacdo e permeacdo cutanea passiva e
iontoforética. Estudos de citotoxicidade foram realizados em linhagem de melanoma
(B16F10) com farmaco livre e NLS com e sem GEN. O método de quantificacdo do
farmaco mostrou-se linear na faixa de concentracdo de 0,1 a 60 pg/mL. O limite de
guantificacéo foi de 100 ng/mL para ambas as camadas da pele. A recuperacao do
farmaco variou entre 95,57 a 97,57%. Ainda, o0 método foi capaz de analisar a GEN
sem sofrer interferéncia dos componentes enddgenos da pele. As NLS carregadas
com farmaco apresentaram carga superficial positiva (+ 23 mV) e tamanho médio de
343 nm. Também foram obtidas particulas com alta eficiéncia de encapsulagéo
(93%) e carga de farmaco de 5,45%. Os estudos de liberag&o in vitro demonstraram
gue a liberacdo da GEN a partir das NLS ocorre em duas fases, com uma grande
guantidade de farmaco liberada nas seis primeiras horas, seguida por uma liberacéo
lenta do restante do farmaco da matriz lipidica das NLS nas horas seguintes.
Quando administrada na pele, nos estudos de permeagéo passiva in vitro, as NLS
aumentaram a retencdo da GEN tanto no estrato corneo quanto na pele
remanescente em comparacdo a administracdo da GEN livre. ApGs a aplicacédo da
iontoforese na formulacdo de NLS contendo GEN, treze vezes mais GEN ficou retida
no EC e trés vezes mais farmaco ficou retido na pele remanescente. Nos estudos de
citotoxicidade, as NLS favoreceram o aumento da interagdo do farmaco com as
células e a citotoxicidade foi concentracdo-dependente. Deste modo, a
encapsulacdo da GEN em NLS aumentou a permeacao e retencdo do farmaco na
pele, demonstrando assim, potencial para aplicacéo topica.

Palavras-chave : Genisteina. Nanoparticulas lipidicas solidas. Permeacao cutanea.
Validacéo bioanalitica. lontoforese.



ABSTRACT

Genistein (GEN), isoflavone contained in soybeans, shows activity against a
large number of cancers, including skin cancer. However, to be used topically it is
essential the association of GEN in an appropriate formulation. The aim of this study
was the development and characterization of solid lipid nanoparticles (SLN) contends
genistein for topical application. A bioanalytical method was developed and validated
for GEN quantification in skin layers with High Performance Liquid Chromatographer
(HPLC) with UV detection. The SLN was obtained with glyceryl behenate,
polysorbate 80, sorbitan trioleate and different amounts of cetylpyridinium chloride
(CPC) (0.5 - 0.05%). The characteristics in terms of particle size, size distribution,
zeta potential, entrapment efficiency and drug recovery were evaluated. In vitro
release, passive and iontophoretic, skin permeation studies were performed.
Cytotoxicity studies were carried out in melanoma cells (B16F10) with free drug and
SLN with and without GEN. The analytical method was linear in the concentration
range of 0.1 to 60 mg/mL. Limit of quantification was 100 ng/mL for both skin
layers. Recovery of the drug ranged from 95.57 to 97.57%. The method was able to
analyze the GEN without suffering interference from endogenous skin
components. SLN loaded with GEN showed positive surface (+ 23 mV) and average
size of 343 nm. Particles were obtained with high entrapment efficiency (93%) and
drug load was 5.45%. In vitro release studies demonstrated that the release of GEN
from SLN occurs in two stages with a large amount of drug released within the first
six hours, followed by a slow release of the remaining drug in the lipid matrix of SLN
in the following hours. When administered in the skin, during in vitro passive
permeation studies, the SLN increased retention of GEN in stratum corneum and
remaining skin compared with free GEN. Afteriontophoresis application in
formulation of SLN containing GEN thirteen times more GEN was retained on stratum
corneum and three times more drug was retained on remaining skin. In cellular
cytotoxicity studies SLN favored the increase of interaction of drug with the cells and
the cytotoxicity was concentration-dependent. Thus, GEN loaded SLN increased drug
skin permeation and retention and shows to be a potential formulation for topical
application.

Key-words : Genistein. Solid lipid nanoparticles. Skin permeation. Bioanalytical
validation. lontophoresis.
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1 INTRODUCAO

O cancer de pele é o tipo de cancer mais comum no Brasil, sendo o tipo
melanoma altamente letal. No entanto, se for tratado nos estagios iniciais do seu
desenvolvimento, o melanoma apresenta bom prognaostico, de modo que a cada 100
Novos casos, 69 pessoas se recuperam (INCA, 2011).

O emprego de substancias derivadas de produtos naturais tem chamado
bastante atencdo para o desenvolvimento de novos medicamentos e terapias. A
genisteina (GEN), isoflavona abundante na soja, possui diversas atividades
biologicas importantes, sendo capaz de mimetizar o estrégeno endégeno, além de
possuir expressiva atividade antioxidante e antitumoral (BANERJEE et al, 2008).
Atua nas células neoplasicas inibindo a proliferacdo celular e o crescimento de
células tumorais ja existentes, e ainda possui atividade antiangiogénica (FOFTIS et
al, 1993; BANERJEE et al, 2008) e capacidade de inibir metastases (PAVESE et al,
2010). Estas caracteristicas fazem deste farmaco um bom candidato para aplicagdo
topica no tratamento do cancer de pele.

Contudo, estudos demonstraram que a GEN incorporada em formulacéo
semi-solida convencional e aplicada topicamente ndo consegue permear até as
camadas mais profundas da pele (GEORGETTI et al, 2008). Assim, para
administracdo topica da GEN, é necesséria a sua associacdo a uma formulagéo
adequada, capaz de aumentar sua permeacao cutanea para as camadas mais
profundas da pele.

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados pode funcionar como uma
alternativa as formas farmacéuticas tradicionais (MEHNERT e MADER, 2001), sendo
as nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) um exemplo destes nanocarreadores. As
NLS séo particulas de tamanho nanométrico constituidas por um lipideo sdlido a
temperatura ambiente (MULLER et al, 2000). Estas nanoparticulas podem ser
produzidas em larga escala, podem possibilitar uma liberacdo controlada do farmaco
e podem aumentar a estabilidade do farmaco nelas incorporado (MULLER et al,
2000; PURI et al, 2010). Ainda, as NLS sao sistemas promissores para aplicacao
topica, pois sua constituicdo lipidica favorece a interacdo com o estrato cérneo,
principal barreira da pele.
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Existem ainda métodos fisicos que possibilitam o aumento da permeacao
cutédnea, como por exemplo, a iontoforese. Esta técnica consiste na aplicacdo de
uma corrente elétrica de baixa intensidade na pele, de modo que, a resisténcia a
permeacdo é diminuida e a entrada do farmaco é facilitada (SENYIGIT et al 2009).
Atualmente, ja existem alguns dispositivos iontoforéticos no mercado, tanto com
finalidade de diagnostico quanto com fins terapéuticos (TESSELAAR et al, 2011).

Assim, a encapsulacdo da GEN em nanoparticulas lipidicas solidas, pode ser
uma alternativa promissora para o tratamento do cancer de pele. De modo que,
neste trabalho, avaliou-se a permeacao passiva e iontoforética das NLS contendo
GEN.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O céancer é causado pelo crescimento desordenado de células que podem se
disseminar pelos tecidos e 6rgaos do corpo (FENG et al, 2003). O processo em que
as ceélulas anormais invadem e se instalam em outro tecido é chamado de metastase
e é a principal causa de morte por cancer (INCA, 2011). Em 2008, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization — OMS), 7,6 milhdes de
pessoas morreram de cancer, representando 13% de todas as mortes registradas no
mundo. No Brasil, em 2012 s&o estimados mais de 518.000 novos casos de cancer.
Os tipos de cancer mais incidentes serdo o cancer de pele ndo melanoma, prostata
e pulmé&@o no sexo masculino e o cancer de pele ndo melanoma, mama e colo do
utero nas mulheres (INCA, 2011). Estima-se a ocorréncia de mais de 6.000 novos
casos de cancer de pele do tipo melanoma e mais de 134.000 novos casos de
cancer de pele do tipo ndo melanoma, sendo este tipo de cancer o de maior
incidéncia na populacao brasileira desde 2003 (INCA, 2011).

2.2 APELE E O CANCER DE PELE

A pele é o 6rgdo mais extenso do corpo humano e exerce diferentes funcdes
como regulacdo térmica, funcbes sensoriais e protecdo contra agentes externos
(PROW et al, 2011). E composta por trés camadas: a hipoderme, a derme e a
epiderme (Figura 1) (ESCOBAR-CHAVEZ et al, 2008).

ey, Estrato corneo
N —— = ——

= ~ Estrato licido

Epiderme

. Estrato granuloso

Derme

Estrato espinhoso

Hipoderme Estrato basal

Foliculo piloso

Anexos

Glandula sudoripara

Figura 1. Estrutura da pele. Disponivel em www.nlm.nih.gov.
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A hipoderme, também chamada de tecido celular subcutaneo, é a porcao
mais profunda da pele e possui principalmente propriedades isolantes e protetoras
(SILVA et al, 2010). A derme é constituida por uma variedade de tipos celulares,
terminacfes nervosas, vasos sanguineos e linfaticos incorporados em uma vasta
rede de tecido conjuntivo, de modo que a derme sustenta a epiderme (MOSER et al,
2001). Ja a epiderme € composta pelos estratos basal, espinhoso, granuloso, lucido
e corneo (Figura 1) (VERUNGANTI e PERUMAL, 2009). As células da epiderme, 0s
queratindcitos, se diferenciam e migram do estrato basal em dire¢cdo a camada mais
externa da pele, o estrato cérneo (BOUWSTRA e HONEYWELL-NGUYEN, 2002).

As células do estrato corneo (EC) encontram-se localizadas em uma matriz
lipidica organizada em bicamadas lamelares, lembrando um arranjo no estilo “tijolo e
argamassa” (MICLAELS et al, 1975). O estrato cérneo constitui a principal barreira
da pele (ROBERTS et al, 2002), impedindo a entrada de substancias e atuando
ainda na protecéo contra a perda de agua (PROW et al, 2011).

E principalmente nas células da epiderme que a maioria dos canceres se
desenvolve. O cancer de pele pode ser classificado como ndo melandémico e do tipo
melanoma. Os carcinomas basocelular e espinocelular sdo do tipo ndo melanémico
(Figura 2), sendo o carcinoma basocelular o mais comum e menos agressivo (INCA,
2011). O melanoma tem origem nos melandcitos e € mais raro (4%), entretanto, € o
mais agressivo, com alta taxa de mortalidade devido a sua capacidade de provocar
metastase (FIQUEIREDO et al, 2003).

Figura 2. Tipos predominantes de cancer de pele: (a) carcinoma basocelular, (b)
carcinoma epidermoide e (c) melanoma. Fonte: Organizacdo Mundial da Saude -
OMS. Disponivel em www.inca.gov.br.

Atualmente, os cénceres de pele sdo tratados com remocao cirdrgica,
radioterapia e/ou quimioterapia, dependendo do tipo, localizagédo, extenséo e estagio
(INCA, 2011). O melanoma apresenta bom prognostico se tratado em estagios

iniciais, entretanto o seu tratamento ainda € cirurgico (INCA, 2011). Assim, esfor¢os
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clinicos tém sido focados na deteccéo precoce e tratamentos que possam eliminar
0S tumores sem necessitar de tratamentos invasivos, como as cirurgias. O
desenvolvimento de novos medicamentos e a aplicagéo topica de formulacdes para
o tratamento do cancer de pele podem ser alternativas para evitar dor, cicatrizes
indesejadas, efeitos colaterais de quimioterapias sistémicas, além de melhorar a

gualidade de vida dos pacientes.

2.3 PERMEACAO CUTANEA

Para que um farmaco exerca sua atividade nas diferentes camadas da pele,
como no cancer de pele, é necessario que este farmaco penetre na pele através do
estrato cérneo (EC) ou através dos apéndices cutaneos (foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas) (MOSER et al, 2001). No entanto, estes apéndices ocupam
apenas 0,1% da éarea superficial do corpo humano (ANSEL et al, 2000) e a
contribuicdo na permeacéao pode ser considerada baixa.

O transporte de substéancias através do EC (Figura 3) pode acontecer a partir
de duas vias: transcelular e intercelular. Na via transcelular, o farmaco se difunde
através dos cornedcitos e da matriz lipidica, ja na via intercelular a difusdo do

farmaco acontece por entre os cornedcitos e pela matriz lipidica (PROW et al, 2011).

Via transcelular Via intercelular

: e ot Foliculo piloso
\
’

Glandula
~ sebdcea
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sudoripara

Espaco
intercelular

G - Agua Acido Colesterol

graxo

Figura 3. Vias de transporte do farmaco através da pele: (a) via transcelular (atravées
dos cornedcitos e da matriz lipidica), via intercelular (entre os cornedcitos, pela
matriz lipidica) e (c) via apéndices (por exemplo, foliculos pilosos). Fonte: Adaptado
de MOSER e colaboradores (2001).
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O fluxo (J) em que o farmaco atravessa o estrato corneo pode ser descrito
pela 12 Lei de Fick (Equacao I) (MOSER et al, 2001).

DmCs,m Cv -
J=—.— Equacéo |
L Cs,v

Onde:

Dm = coeficiente de difusdo do farmaco na membrana;
Cs,m = solubilidade do farmaco na membrana;

Cv = concentracdo do farmaco no veiculo;

Cs,v = solubilidade do farmaco no veiculo;

L = espessura da membrana.

Existem algumas estratégias que podem ser usadas para aumentar a
permeacdo do farmaco através do estrato corneo. Uma das estratégias consiste no
aumento da razdo Cv/Cs,v, que pode ser obtido pelo aumento da saturacdo do
farmaco no veiculo. Outras estratégias estéo relacionadas com a interacédo farmaco-
estrato corneo, que sdo: o aumento do Dm, por exemplo pela desorganizacdo do
estrato cérneo, ou através do aumento da Cs,m, que pode ser conseguido com o
uso de solventes como o propilenoglicol e o etanol (MOSER et al, 2001).

Os resultados obtidos pela aplicacdo destas estratégias podem ser avaliados
através dos estudos de permeacdo cutanea. Estes estudos séo divididos em dois
grupos: estudos in vivo e in vitro.

Os métodos in vivo apresentam vantagens como a obten¢gdo de uma cinética
sistémica, porém, como desvantagens pode-se citar o uso de animais, diferenca na
permeabilidade entre o modelo animal e a pele humana, que pode gerar resultados
sub/superestimados, e ainda, a utilizacdo frequente de radiomarcadores para
obtencao dos resultados (CHIEN, 2001).

Os métodos in vitro tém sido extensivamente utilizados e se devidamente
delineados e fundamentados conseguem se correlacionar com os resultados obtidos
pelos métodos in vivo. As vantagens destes meétodos sdo: a néo utilizacao de
animais, o que também possibilita que um ndamero maior de experimentos sejam
realizados; a facil realizacdo dos testes, e ainda, a facil obtencdo da membrana (de

porco, cobra, macaco). No entanto, entre as principais desvantagens estdo a
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dificuldade de simular totalmente as condicfes fisiologicas e o fato de que as
alteracdes sistémicas ndo podem ser observadas.

Dentre as técnicas que podem ser utilizadas para realizacdo dos estudos de
permeacdo in vitro, a mais utilizada € a de difusdo em células de Franz (Figura 4).
Estas células sé@o constituidas por um compartimento doador, onde as amostras
contendo o farmaco sdo colocadas, e outro compartimento denominado receptor,
gue contém uma solugéo na qual o farmaco é extensivamente solivel. A membrana
€ colocada com o estrato corneo voltado para cima na interface destes dois
compartimentos, de forma que possa haver um fluxo do farmaco do compartimento
doador em direcdo ao compartimento receptor. Os testes geralmente séo realizados

com controle de temperatura e agitagéo.

Compartimento Disco de - —
doador y ACTrisco , -!-. -
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Figura 4. Célula de fluxo estético tipo “Franz” utilizadas para estudos de permeacédo
cutanea e liberacdo. Fonte: Adaptado do manual Microette, Hanson Research.

No final de cada experimento de permeacdo cutdnea € possivel avaliar a
guantidade de farmaco que ficou retido nas diferentes camadas da pele e a que
atingiu a solucao receptora (CHIEN, 2001).

A técnica de tape stripping € a mais utilizada para realizar a separagédo do
estrato cérneo das demais camadas da pele. Nesta técnica, tiras de fita adesiva sédo
sucessivamente aplicadas na pele, de forma que, o estrato cérneo e o farmaco
contido nesta camada sao removidos (Figura 5). Em seguida, com a utilizacao de
solventes, o farmaco contido no estrato corneo e nas demais camadas da pele (pele

remanescente), é extraido e pode ser quantificado.
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Figura 5. Representacdo esquematica da aplicacdo da técnica de tape stripping
para determinacdo da quantidade de farmaco permeada na pele. (a) Apos a
aplicacdo da formulagdo no compartimento doador (b) o estrato corneo é removido
com o uso de fitas adesivas. Fonte: MOSER e colaboradores (2001).

Devido a complexidade e heterogeneidade das membranas biologicas e a
baixa quantidade de farmaco retido na pele durante estes estudos (ECHEVARRIA et
al, 2003; FERNANDEZ et al, 2000), € essencial o desenvolvimento de um método
bioanalitico seletivo, sensivel e que seja capaz de recuperar o farmaco retido nas
camadas da pele (YEGANEH et al, 2000).

2.4 NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS (NLS)

A nanotecnologia € um recurso que vem cada vez mais ganhando espaco no
tratamento de diversas doencas (CARUTHERS et al, 2007). A maioria dos
medicamentos associados a sistemas nanoestruturados disponiveis sdo formulados
(ou reformulados) para melhorar parametros relacionados a eficiéncia e a seguranca
(WAGNER et al, 2006).

As nanoparticulas lipidicas sélidas (Figura 6¢) sdo uma alternativa aos
nanossistemas de liberagéo controlada tradicionais como os lipossomas (Figura 6a)
e as nanoemulsdes (Figura 6b) (OLBRISH et al, 2001; MULLER et al, 2000). Estes
sistemas possuem uma matriz lipidica sélida em temperatura ambiente (MULLER et
al, 2002) que pode proteger o farmaco contra a degradacdo, além de permitir uma
liberacdo controlada mais eficiente que em sistemas com matriz liquida, visto que a
mobilidade do farmaco é menor (MEHNERT e MADER, 2001, OLBRISH et al, 2001).
Ainda, as NLS podem ser produzidas sem o uso de solventes téxicos (MULLER et

al, 2000), podem ser transferidas para escala industrial (MULLER et al, 2000) e
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geralmente sdo constituidas por componentes bem tolerados fisiologicamente
(OLBRISH et al, 2001; SHAJI e JAIN, 2010).

Figura 6. Representacdo esquematica de diferentes sistemas carreadores de
farmacos: (a) lipossoma, (b) nanoemulsdo e (c) nanoparticula lipidica solida.
Adaptado de PURI e colaboradores (2010).

Além da matriz lipidica sélida constituida por lipideos com baixo ponto de
fusdo, como por exemplo, o acido estearico, colesterol e cetilpalmitato (MEHNERT e
MADER, 2001), as NLS s&o constituidas por tensoativos e agua. A combinac&o de
tensoativos pode prevenir a aglomeracdo das particulas com maior eficiéncia
(MEHNERT e MADER, 2001).

Existem diferentes técnicas utilizadas para a obtencdo das NLS, sendo as
mais relatadas na literatura, a homogeneizacdo sob alta pressdo e a diluicdo de
microemulsdo (MEHNERT e MADER, 2001).

As NLS produzidas por homogeneizacdo podem ser produzidas a quente ou a
frio. Em ambas, o farmaco é solubilizado ou disperso na fase lipidica fundida
(MULLER et al, 2000).

Na homogeneizacdo a quente, a fase lipidica contendo o farmaco é
adicionada a uma solucdo aquosa contendo o0s tensoativos, mantida na mesma
temperatura da fase lipidica. A mistura € mantida em agitacdo sob alta velocidade. A
pré-emulsédo formada € entdo levada a um homogeneizador de alta pressdo e na
sequéncia € resfriada para a formacéo das NLS (MEHNERT e MADER, 2001).

Na homogeneizacdo a frio, a fase lipidica fundida é resfriada e triturada para
obtencdo de microparticulas. Logo apés, as mesmas séo adicionadas a uma solugéo
aquosa contendo tensoativos, sob cisalhamento. Por fim, a pré-suspensao formada
¢ submetida & homogeneizacdo sob alta pressdo (MULLER et al, 2002).

A diluicdo de microemulsédo, desenvolvida por GASCO e colaboradores
(1993), consiste na preparacdo de uma microemulsdo a quente, sendo esta gotejada
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em agua gelada (2-5°C) sob agitacdo. Como os lipideos utilizados para obtencéo
destas nanoparticulas encontram-se fundidos antes de serem gotejados, quando
entram em contato com a agua gelada se cristalizam e formam as NLS (MULLER et
al, 2000). Esta técnica € simples, pouco dispendiosa e de facil execucéo.
MARENGO e colaboradores (2000) desenvolveram um sistema de producdo em
escala industrial através desta técnica, o qual é constituido por uma seringa metalica

termostatizada (Figura 7).
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Figura 7. Representagcdo esquematica do equipamento para producdo de
nanoparticulas lipidicas solidas em larga escala. Fonte: MARENGO e colaboradores
(2000).

Variaveis da técnica de diluicio de microemulsdo como agitacao,
temperatura, pH, velocidade de transferéncia da microemulsdo a agua gelada,
escolha dos lipideos, tensoativos e co-tensoativos podem afetar as caracteristicas
das NLS preparadas (WISSING et al, 2004; MEHNERT e MADER, 2001).

Durante a producdo das NLS o farmaco pode ser distribuido de (I) forma
homogénea na matriz lipidica, (Il) ficar predominantemente na periferia das
nanoparticulas ou (lll) ficar majoritariamente inserido no centro da matriz lipidica
(Figura 8). A estrutura obtida depende das condicbes de produgdo e dos
componentes utilizados e interfere diretamente na liberacdo do farmaco a partir das
NLS (MULLER et al, 2002; MUCHOW et al, 2008).
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Figura 8. Modelos de incorporacdo do farmaco na matriz das nanoparticulas
lipidicas sélidas: (a) distribuicdo homogénea, (b) maior distribuicdo na periferia da
matriz e (c) predominancia do farmaco no centro da matriz. Adaptado de MULLER e
colaboradores (2002).

As NLS podem ser administradas por via intravenosa, pulmonar, oral,
intraperitonial e também, por via tdpica e transdérmica (MULLER et al, 2000).
Quando aplicadas topicamente, as nanoparticulas podem favorecer o acumulo do
farmaco na pele e consequentemente a sua permeacdo até o seu sitio de acao
(PROW et al, 2011).

2.5 |IONTOFORESE

Além da utilizacdo de sistemas nanoestruturados como estratégia para
aumentar a permeacdo de farmacos através da pele, métodos fisicos também
podem ser utilizados com este proposito. Entre estes métodos, a iontoforese € um
dos mais pesquisados e utilizados.

A iontoforese baseia-se na aplicagdo de uma corrente elétrica de baixa
intensidade na pele para aumentar a permeacdo de farmacos (SENYIGIT et al,
2009). A corrente elétrica aplicada € fornecida por uma fonte de energia e é
distribuida na superficie da pele por um eletrodo positivo (dnodo) e um eletrodo
negativo (catodo) através de uma solucgéo eletrolitica (GRATIERI et al, 2008). Assim,
farmacos carregados positivamente sdo colocados em contato com o eletrodo
positivo, de modo que, com a aplicacéo da corrente elétrica ocorre a repulsdo entre
as moléculas do farmaco e o eletrodo, com consequente entrada do farmaco na pele
(TAVEIRA et al, 2009). O mesmo ocorre com farmacos carregados negativamente,
gue sao posicionados no eletrodo negativo (catodo). Este mecanismo é denominado
de eletrorrepulsédo, e o dispositivo iontoforético bem como o transporte dos ions

estdo demonstrados na Figura 9.
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Figura 9. Representacdo esquematica de iontoforese. Fonte: GRATIERI e
colaboradores (2008).

Outro mecanismo que permite a entrada de farmacos na pele através da
iontoforese é a eletrosmose. Sabe-se que a pele em pH fisiolégico apresenta
residual de cargas negativas, de modo que, a aplicacdo da corrente elétrica provoca
o fluxo do solvente do anodo em direcdo ao catodo, possibilitando o aumento da
permeacdo dos farmacos posicionados no anodo (TESSELAAR et al, 2011). Assim,
moléculas sem carga também podem ser transportadas pela iontoforese (SENYIGIT
et al, 2009).

Entre as vantagens da iontoforese estdo: (I) € um método nao invasivo e
seguro, (Il) pode aumentar significativamente a permeacdo do farmaco através da
pele e (lll) a quantidade de farmaco disponivel pode ser facilmente controlada
(GRATIERI et al, 2008). Devido a isto, ja existem varios dispositivos no mercado que
utilizam este método, como, por exemplo, o lonsys® (Alza Company), LidoSite®

Topical System (Vyteris) e GelSponge® (lomed).

2.6 GENISTEINA

A genisteina (GEN) (Figura 10) foi isolada pela primeira vez em 1899 por
PERKIN e NEWBURY da Genista tinctoria, popularmente conhecida como
Vassoura-de-Tintureiro e encontrada na Europa e na Asia. Atualmente, varias rotas

sintéticas tém sido desenvolvidas para produzir a genisteina (PAVESE et al, 2010).
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Contudo, esta isoflavona esta presente nos vegetais, no feijdo e principalmente nos
graos da soja (LIGGINS et al, 2000).

HO

Figura 10. Estrutura quimica da genisteina.

O consumo de produtos a base de soja tem sido relacionado a varios efeitos
benéficos na regulagéo do colesterol, em doengas cardiovasculares, na osteoporose
e no combate aos sintomas da pos-menopausa (PAVESE et al, 2010).

Dentre as varias atividades associadas a GEN, a sua acdo em diferentes tipos
de céncer, como o de mama (LAMPE et al, 2007), prostata (ADLERCREUTZ et al,
1993), colo (SALTI et al, 2000) e pele (WEI et al, 2003) tem sido objeto de diversos
estudos. A GEN ¢é capaz de inibir a angiogénese (FOFTIS et al, 1993) e atua na
carcinogénese através de diferentes mecanismos como a inibicdo da topoisomerase
Il, eliminagdo de espécies reativas de oxigénio, bloqueio de danos oxidativos e
fotodindmicos do DNA, inducdo de diferenciacdo e inibicAo da proteina tirosina
guinase (SALTI et al, 2000; KANG et al, 2003; WEI et al, 2003; BANERJEE et al,
2008). Ainda, esta isoflavona apresenta a capacidade de inibir a metastase, o que
representa um importante mecanismo pelo qual ha a reducdo da mortalidade
associada ao cancer (PAVESE et al, 2010).

O uso da GEN no céancer de pele vem sendo estudado had muitos anos. Em
1990, KIGUCHI e colaboradores demonstraram sua capacidade em induzir a
diferenciacdo em tumores de melanoma in vitro. E segundo MONON e
colaboradores (1998), a GEN inibiu efetivamente a metastase de melanoma em
modelos animais. Ainda, esta isoflavona € capaz de inibir o fotoenvelhecimento
(KANG et al, 2003) e a fotocarcinogénese (WEI et al, 2003; SILVA et al, 2009).
Desta forma, a administracdo topica da GEN parece ser uma boa alternativa para o

tratamento do cancer de pele.



29

Porém, GEORGETTI e colaboradores (2008) demonstraram que a GEN
incorporada em uma formulagdo semi-sdlida para o tratamento do
fotoenvelhecimento, ndo foi capaz de atingir as camadas mais profundas da pele.

No tratamento do cancer de pele o farmaco tem que atingir as camadas mais
internas da epiderme, que € onde a maioria dos tumores cutaneos se desenvolve.
Assim, se um farmaco for administrado topicamente sem uma formulacédo adequada,
dificilmente atingird as células neoplasicas em concentragBes suficientes para o
tratamento de tumores cutaneos.

O tratamento de doencas da pele geralmente é realizado com o uso de
cremes, locbes e pomadas (JENSEN et al, 2011). Porém, a liberacdo do farmaco
nestas formas farmacéuticas geralmente é inespecifica e a permeacao na pele pode
ser muito baixa e com alta variacdo (KORTING et al, 2009). Uma alternativa é o uso
de nanocarreadores como as nanoparticulas lipidicas solidas que podem aumentar a
permeacdo atraveés do estrato corneo, além de possibilitar uma liberacdo controlada
(JENSEN et al, 2011).

Assim, no intuito de aumentar a permeacado cutanea, este farmaco pode ser
encapsulado em nanossistemas de liberacdo controlada como as nanoparticulas

lipidicas solidas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar nanoparticulas lipidicas
sélidas contendo genisteina para uso topico e avaliar o seu desempenho in vitro
através de estudos de permeacdo cutanea passiva e iontoforética, bem como

estudos de citotoxicidade.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver e validar metodologia bioanalitica e analitica para quantificacao
da genisteina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

* Obter e caracterizar as nanoparticulas lipidicas soélidas quanto ao tamanho
meédio, indice de polidispersividade, eficiéncia de encapsulacao, recuperacéo
e carga de farmaco.

* Avaliar in vitro a liberacdo e a permeacdo passiva e iontoforética da
genisteina a partir das nanoparticulas desenvolvidas e do farmaco livre.

» Avaliar a citotoxicidade da genisteina e das nanoparticulas lipidicas solidas

com e sem farmaco em células B16F10.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias e reagentes

* Acetonitrila HPLC - JT Baker, EUA.

+ Acido Acético Glacial - Merck, Alemanha.

+ Acido cloridrico - Merck, Alemanha.

« Agua ultra-pura Milli-Q - Millipore, EUA.

* Azul de Tripano - Vetec, Brasil.

» Cloreto de cetilpiridinio - Sigma Aldrich, EUA.
» Cloreto de potéssio - Sigma Aldrich, EUA.

* Behenato de glicerila - Sigma Aldrich, EUA.

* Genisteina - LC Laboratories, EUA.

* N-propanol - HPLC - JT Baker, EUA.

» Lauril sulfato de sadio - Vetec, Brasil.

* Meio DMEM - Sigma, EUA.

* Metanol HPLC - JT Baker, EUA.

» Trioleato de sorbitano - Sigma, EUA.

» Soro Bovino Fetal — GIBCO, EUA.

* Trealose - Sigma, EUA.

e Tripsina - Sigma, EUA.

* Polissorbato 80 - Sigma, EUA.

* 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difeniltetrazélio — Sigma, EUA.
» Cloreto de prata - Sigma, EUA.

4.1.2 Equipamentos e utensilios diversos

» Agitador de tubos Vortex VG3 — IKA, Alemanha.
* Banho de Ultrassom USC-2899A — Unique, Brasil.

« Camara de Neubauer — Boeco, Alemanha.

31
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Célula de fluxo estético tipo “Franz” acoplada em equipamento de coleta
automatizada — Hanson Research, EUA.

Células de fluxo continuo para iontoforese LG 1088-IC - Laboratory Glass
Apparatus Inc., EUA.

Coluna Agilent ZORBAX SB-C18 (250 x 4mm, 5um), com pré-coluna Eclipse
XDB-C18 (12,5 x 4,6mm).

Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) — Bomba quaternaria (ProStar
240), com amostrador automatico (ProStar 410) e detector na regido do
ultravioleta (ProStar 310) — Varian, EUA.

Estufa de CO, — TermoFisher, EUA.

Espectrofotdmetro CARY UV-Visivel — Varian, EUA.

Fita adesiva - Durex Original 500, 3M, Sumaré, SP, Brasil.

Garrafa para cultivo celular — TPP, Suica.

Leitor de placa de ELISA — Stat Fax 2100, Dussedorf, Alemanha.

Membrana de dialise FisherBrand (peso molecular 12.000-14.000 Da) de
celulose regenerada — Fisher Scientific, Reino Unido.

Mini-Incubadora Ma 410 — Marconi, Brasil.

Placa de cultura de 96 pocos — TPP, Suica.

Ultra-Turrax T25 Digital — IKA, Alemanha.

Ultrassom de agulha — Misonix, EUA.

ZetaSizer Nano-S — Malvern Instruments, Reino Unido.

Zeta Plus — Malvern Instruments, Reino Unido.
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4.2 METODOS

4.2.1 QUANTIFICACAO DA GENISTEINA

4.2.1.1 Determinacdo do comprimento de onda de abso rcdo maxima da

genisteina por espectroscopia

A varredura do espectro de absor¢cdo no UV foi realizada com solucdo de
genisteina (5 pg/mL) em metanol, com intervalo de comprimento de onda de 200 a
400 nm.

4.2.1.2 Quantificagdo da genisteina por cromatograf ia liquida de alta eficiéncia

A GEN foi quantificada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
com deteccao UV. Utilizou-se coluna C18 (250 x 4,6mm, 5um) e pré-coluna C18
(12.5 x 4.6mm). Empregou-se como fase mével &gua pH 3, n-propanol e acetonitrila,
na proporcao 50:2:48 (v/vlv), respectivamente. Foram utilizados comprimento de
onda de 270 nm, volume de injecao de 50 pL e fluxo de 1,0 mL/min. Os dados foram

processados usando o Software Galaxie Chromatography Data System.

4.2.1.3 Desenvolvimento e validagdo da metodologia  bioanalitica

O método foi desenvolvido e validado de acordo com os parametros de
recuperacao, seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e limite de quantificacédo
de acordo com o guia de validacdo bioanalitica do Food and Drug Administration
Guidelines (FDA, 2001).

4.2.1.3.1 Escolha e preparo da matriz biolégica

Durante a realizagdo dos estudos de permeacdo cutdnea é necessario 0 USO
de uma matriz condizente com a pele humana. Orelhas de porco foram usadas como
modelo da pele humana devido sua similaridade, considerando suas propriedades
bioquimicas, densidade de foliculos pilosos e espessura do estrato corneo (LOPES e
REED, 2009; GEORGETTI et al, 2008). As orelhas foram coletadas imediatamente
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ap0s o abate dos animais e foram mantidas sob refrigeracdo (4°C) durante o
transporte ao laboratério. Toda a pele foi removida cuidadosamente da superficie da
cartilagem da orelha com o uso de um bisturi. O tecido subcutaneo foi removido e a
pele foi armazenada a -80°C por um periodo maximo de 30 dias antes do uso.

4.2.1.3.2 Tape stripping

Antes da determinacdo da GEN nas camadas da pele, o estrato corneo (EC)
foi separado da pele remanescente (PR) através da técnica de tape stripping. Neste
processo, as peles de orelha de porco foram colocadas com o EC voltado para cima
e as camadas de células foram removidas sucessivamente com o uso de fitas
adesivas, de modo que, tanto o EC quanto o farmaco contido nesta camada ficavam
aderidos nas fitas adesivas (LADEMANN et al, 2009). As peles sem 0 estrato
coérneo, chamadas de pele remanescente (PR), foram cortadas em pequenos
pedacos. Em seguida, EC e PR foram submetidas ao processo de extragdo do
farmaco (item 4.2.1.3.3).

4.2.1.3.3 Extracdo da GEN da pele

As fitas adesivas contendo o EC, provenientes do tape stripping, foram
imersas em 5 mL de metanol por 20 minutos e em seguida foram levadas ao vortex
por 2 minutos. As amostras foram filtradas e depois analisadas por CLAE-UV. A PR
foi homogeneizada (ultra turrax) por 2 minutos com 5 mL de metanol a 6.000 rpm.
Em seguida, as amostras ficaram no banho de ultrassom por 20 minutos, foram

filtradas e também analisadas por CLAE-UV.

4.2.1.3.4 Recuperagéo

A recuperacédo foi determinada através da razao entre quantidade de GEN
extraida de pele contaminada e a quantidade de GEN adicionada. Para isso,
amostras sem farmaco de EC e PR foram contaminadas com 500 pL de solug&o de
GEN nas concentragbes de 0,1; 0,2 e 0,4 mg/mL, em triplicata. O solvente foi

evaporado e em seguida, as amostras de EC e PR contendo GEN foram submetidas
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a extracdo (conforme item 4.2.1.3.3). A adicdo de 5 mL de metanol, resultou em

concentragdes tedricas de 10, 20 e 40 pg/mL.

4.2.1.3.5 Seletividade

Os possiveis interferentes dos componentes endogenos da pele e os
componentes da fita foram analisados para verificagdo da seletividade do método.
Seis amostras brancas de PR e fitas provenientes do tape-stripping foram
submetidas a extracdo e analisadas por CLAE-UV. O tempo de retencdo dos

possiveis interferentes foi comparado com o tempo de retencdo da GEN.

4.2.1.3.6 Linearidade

Para determinacao da linearidade, amostras de EC e PR foram contaminadas
com solucdes de GEN nas concentragdes de 0,001 a 0,6 mg/mL, em triplicata. O
solvente foi evaporado e as amostras foram submetidas a extragdo (conforme item
4.2.1.3.3). As concentracfes obtidas variaram de 0,1 a 60 pg/ml. Os valores das
areas obtidas foram plotados em relacdo a concentracdo a fim de obter uma curva

de calibragao.

4.2.1.3.7 Exatidao e preciséo

Exatiddo e precisao foram analisadas ap6s contaminacdo do EC e da PR com
GEN (conforme item 4.2.1.3.4), em quintuplicata. A precisao foi determinada pela
analise de diferentes amostras no mesmo dia e em trés dias diferentes. A precisao
foi expressa como o desvio padréao relativo (DPR%) dos valores das replicatas. A
exatiddo foi calculada como a diferenca entre o valor real e o valor tedrico, em

porcentagem, e foi expressa como o erro relativo (E%).

4.2.1.3.8 Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacdo (LQ) para o método proposto foi estabelecido

através da analise de amostras brancas de pele (EC e PR) contendo concentracdes
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decrescentes do farmaco até a menor concentragdo com valores de precisao e

exatiddo menor ou igual a 20%.

4.2.1.4 Validacdo da metodologia analitica

O método analitico foi validado de acordo o guia para validacdo analitica do
FDA (1996) seguindo os parametros de linearidade, seletividade, preciséo, exatidao,
recuperacéo e limite de quantificagéo.

4.2.1.4.1 Seletividade

Para determinar a seletividade do método, amostras de nanoparticulas
lipidicas sem farmaco foram rompidas com metanol, filtradas e analisadas em CLAE-
UV. Os testes foram realizados em triplicata. Os componentes das nanoparticulas

nao podem interferir no tempo de retencéo da GEN.

4.2.1.4.2 Linearidade

A linearidade foi determinada pela construgéo de curva de calibragdo padréo
utilizando-se solu¢des com concentracdo de genisteina no intervalo de 0,1 a 60
pg/mL, em duplicata. O desvio padrdo relativo entre as areas dos picos e o0

coeficiente de correlacéo da curva de calibracdo foram determinados.

4.2.1.4.3 Exatidao e precisao

Para avaliacdo da exatiddo e da precisdo foram determinadas as
concentragcbes de trés pontos da curva (10, 20 e 40 pg/mL), em quintuplicata. A
exatiddo do meétodo foi avaliada através da relagcdo entre as concentracfes
encontradas e seus respectivos valores tedricos (E%). A precisdo intra e interdia
foram avaliadas através da proximidade dos resultados obtidos no mesmo dia e em

dias diferentes, respectivamente (DPR%).
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4.2.1.4.4 Limite de quantificacéo

Obteve-se o limite de quantificagcdo através da analise de solugBes com
concentragfes decrescentes de genisteina (250 a 75 ng/mL), até a quantificacdo da

genisteina com valores de preciséo e exatidao iguais ou menores que 5%.
4.3 DESENVOLVIMENTO DAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
4.3.1 Obtencao das nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas foram produzidas pela técnica de diluicdo de microemulséo.
Behenato de glicerila (2%), 1% de tensoativos (polissorbato 80/trioleato de sorbitano
7:3) e cloreto de cetilpiridinio (CPC) (0,05 — 0,5%) foram aquecidos e mantidos sob
agitacdo. Em seguida, 250 pL de agua quente foram adicionados para formacao da
microemulsdo. A microemulsdo foi gotejada em &gua gelada (4°C) (na proporcao
1:20), sendo homogeneizada a 14000 rpm por 10 minutos. Por fim, as formulacdes
foram submetidas a ultrassom de agulha por 10 minutos. As formulacdes contendo
NLS carregadas com farmaco foram preparadas com a adi¢cao de 8% de farmaco em
relacdo a quantidade total de lipideos adicionado na formulacdo, sendo que o
farmaco foi adicionado na microemulsdo antes do gotejamento em agua gelada
(Figura 11).

Behenato de glicerila
Polis=orbato 80
Tricleato de sorbitano
CPC

Agua

{a}

[d)

Figura 11. Esquema representativo do processo de obtencdo das NLS pelo método
de diluicdo de microemulsdo. (a) Adicdo de agua quente a mistura fundida de
lipideos e tensoativos. (b) Adicdo da GEN a microemulséo formada. (c) Gotejamento
da formulacdo em agua gelada (1:20) e homogeneizacdo em ultra turrax. (d)
Aplicacéo de ultrassom de agulha a formulacéo.
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4.3.2 Caracterizacdo das nanoparticulas lipidicas s  ¢lidas

As formulagcbes obtidas foram avaliadas quanto ao tamanho da particula,
indice de polidispersividade (Pdl), recuperacdo do farmaco (Rec%), eficiéncia de
encapsulacédo (EE%) e carga de farmaco (CF%). Os estudos foram realizados em

triplicata.

4.3.2.1 Avaliacao da distribuicdo de tamanho de particula

A caracterizagdo das nanoparticulas obtidas em relagdo ao tamanho e Pdl foi
realizada em equipamento ZetaSiser Nano-S pela técnica de espalhamento
dindmico de luz. As leituras foram realizadas a partir de diluicdo da formulacdo em

agua ultrapurificada (1:100) e agitacdo em vortex por 2 minutos.

4.3.2.2 Avaliacao do potencial zeta

A determinacdo do potencial zeta foi realizada em equipamento Zeta Plus
pela medida da velocidade de migracao eletroforética das particulas. As leituras
foram realizadas a partir de diluicdo da formulacdo em solucao de KCI 0,1 M (1:75).

4.3.2.3 Avaliacao da eficiéncia de encapsulacao da genisteina nas NLS

A EE% foi avaliada através da relacdo entre farmaco total (FT) e farmaco livre

(FL), conforme a Equacéo II.

FT—FL

EE% = x 100 Equacéo Il

Para determinac&o do farmaco total na formulacéo, isto €, farmaco livre mais
farmaco encapsulado, as nanoparticulas foram rompidas com metanol, agitadas em
vortex por 2 minutos, filtradas e analisadas por CLAE. J& para determinacdo do
farmaco livre, uma aliquota de 1 mL foi levada a mini centrifuga por 10 minutos a
2000 rpm. O precipitado foi solubilizado em 1 mL de metanol e quantificado por
CLAE.
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4.3.2.4 Carga de farmaco

A carga de farmaco (CF%) foi determinada através da relacdo entre farmaco
encapsulado (FT - FL) e massa de lipideos (ML) adicionada a formulag&o, conforme

a Equacao lll.

CF% ="—""x100  Equagéo Il

4.3.2.5 Recuperacédo do farmaco

Nesta técnica, devido o grande numero de etapas manuais, nem todo o
farmaco que é adicionado no comeco € recuperado no final. Para determinar a
recuperacdo do farmaco (Rec%) foi calculada a relacdo entre farmaco total (FT) e

farmaco adicionado (FA), de acordo com a Equacéo IV.
Rec% = —x 100 Equacéo IV
4.4 ESTUDOS DE LIBERACAO E PERMEACAO CUTANEA

Para realizacdo dos estudos de liberacdo e permeacdo cutanea € preciso
realizar primeiramente um estudo de solubilidade, a fim de que seja assegurada a
condigao ‘sink’, segundo a qual, o volume de solucao utilizado nos experimentos nao

favorece proximidade a saturacédo do farmaco (MARQUES, 2009).
4.4.1 Estudo de solubilidade

A solubilidade da GEN foi determinada em agua contendo 5% de lauril sulfato
de sodio. Foi preparada uma solucdo saturada de GEN, a qual permaneceu em
agitacdo orbital (300 rpm) por 24 horas em mini-incubadora a 37°C. Apds esse
periodo, a solucao foi filtrada em membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF)
0,45 um, diluida e quantificada por CLAE. O estudo foi realizado em triplicata.
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4.4.2 Estudo de liberacao

Para avaliacdo do perfil de liberac&o in vitro da GEN livre (isto €, genisteina
solubilizada em agua com 5% de lauril sulfato de sédio) e da GEN encapsulada nas
NLS foram utilizadas células de fluxo estatico tipo Franz acopladas em equipamento
de coleta automatizada (Figura 12). Nestes estudos foram utilizadas membranas de
dialise (10000 — 12000 Da) e solucdo aquosa contendo 5% de lauril sulfato de sddio
como solucao receptora. As condi¢fes utilizadas nos experimentos estao na Tabela
1. Os tempos de coleta foram 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 36 horas.

Figura 12. Células de fluxo estético tipo “Franz” acopladas em equipamento de
coleta automatizada, Hanson Research. Fonte: Manual Microette, Hanson Research.

Tabela 1. Condic¢des estabelecidas nos estudos de liberacdo e permeacéo passiva.

Agitacao 300 rpm
Temperatura 37°C
Volume de coleta 1 mL
Volume de rinse 1 mL
Volume do compartimento doador 200 pL
Volume do compartimento receptor 6,666 mL
Area de difusdo 1,86 cm?
Concentracao da GEN no compartimento doador 0,2 mg/mL

4.4.3 Estudo de permeacéo passiva

Nos estudos de permeacdo passiva também foram utilizadas células de fluxo
estatico tipo Franz acopladas em equipamento de coleta automatizada e as

condi¢cBes utilizadas foram as mesmas da Tabela 1. O compartimento receptor
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continha solucdo aquosa com 5% de lauril sulfato de sddio. Entre os dois
compartimentos foi colocada a pele de orelha de porco com o estrato cérneo voltado
para cima. Os experimentos foram realizados com 6, 12, 18 e 24 horas de
permeagcao.

4.4.4 Estudo de permeacao iontoforética

Os estudos de permeacéo iontoforética foram realizados utilizando células de
semelhantes as de difusédo descritas por Glikfield e colaboradores (1998) (Figura 13)
mantidas a 37°C e agitadas a 300 rpm. Os experimentos foram realizados utilizando
eletrodos de Ag/AgCl com corrente constante de 0,05 mA/cm?. No anodo adicionou-
se a formulacdo de NLS-GEN na concentracao de 0,2 mg/mL e no catodo adicionou-
se a solucdo aquosa contendo 5% de LSS. O compartimento receptor também
continha solugdo aquosa contendo 5% de LSS. A pele foi colocada entre os dois

compartimentos. Os experimentos foram realizados com tempo de 3 horas.

Figura 13. Células de fluxo estatico tipo Glikfield. (a) Visao superior. (b) Viséo
lateral.

4.5 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE CELULAR
4.5.1 Cultura celular

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 COs.
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4.5.2 Avaliacao da citotoxicidade celular da genist  eina livre e encapsulada pelo
método de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo di  feniltetrazolio (MTT)

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difeniltetrazolio) (MOSMANN, 1987). As células (0,5 x
10° células/poco) foram semeadas em placas de 96 pocos e incubadas com o meio
de cultura por 24 horas. Apés a incubacdo, o meio de cultura foi removido e
substituido por meio novo. Adicionaram-se as formulagfes testes (genisteina livre
nas concentracdes de 3,7 a 222 pM, NLS sem farmaco, NLS com genisteina nas
concentracfes de 18,5 e 37 uM) e incubou-se a placa por mais 24 horas. Apos este
periodo, o meio foi renovado novamente. Em seguida adicionou-se 10 pL de uma
solugédo de MTT a 5 mg/mL em cada pogo. A placa foi protegida contra a luz e
deixada em repouso em temperatura ambiente por 3 horas. Posteriormente,
adicionou-se 50 pL de uma solucdo de HCL 0,01M com 20% de lauril sulfato de
soédio. As placas foram lidas em espectrofotometro (ELISA) (A = 545 nm). A
viabilidade celular foi determinada de acordo com a Equacéo V, onde a absorbéancia
considerada como 100% foi a do controle. Os testes foram realizados em

sextuplicata, em trés experimentos independentes.

Média absorbancia formulag8es testes—branco

Viabilidade =

x 100 Equagao V

Média da absorbancia do controle—branco

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas por teste t ndo-paramétrico e as
médias foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05,

utilizando o programa Graph Pad Prism para o Windows.
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