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RESUMO

Estudo de farmacocinética comparativa entre o resveratrol

e 0 seu complexo em hidroxi-y-ciclodextrina.

O resveratrol é um polifenol que expressa atividades vasodilatadoras, antineoplasicas,
anti-inflamatérias, antioxidantes e de antiagregante plaquetério. Apesar desses efeitos
benéficos, o resveratrol se caracteriza por apresentar atuacao terapéutica limitada, devido
a sua baixa estabilidade frente a oxidacdo e a solubilidade aquosa reduzida. Dentre as
solucbes propostas apOs revisdo bibliografica, determinou-se que a melhora na
biodisponibilidade pode ser uma saida interessante para tais limitagbes. Visando
aumentar a biodisponibilidade oral, incorporou-se o resveratrol a hidroxi-y-ciclodextrina,
obtendo como produto final o complexo resveratrol-hidroxi-y-ciclodextrina (RES-y-CD).
Para verificar a eficiéncia da complexacdo, comparou-se em ratos o resveratrol
(resveratrol + DMSO) ao seu complexo (RES-y-CD), determinando os parametros
farmacocinéticos (Tmax, Cmax, AUCT, t12, Vd e CLr), pelas vias p.o. e i.v., com a obtencéo
dos valores e biodisponibilidade absoluta (F%) e de biodisponibilidade relativa (FR%). A
técnica analitica em HPLC-PDA foi validada e os parametros farmacocinéticos se
apresentaram estatisticamente iguais, a excecdo de Cmax do RES-y-CD, bastante
superior. Os valores de F% e FR% do resveratrol foram superiores para formulagdo RES-
y-CD, demonstrando melhor biodisponibilidade absoluta e relativa do que o resveratrol
dissolvido em DMSO. Em conclusdo, a incorporacdo do resveratrol em hidroxi-y-
ciclodextrina € promissora para aumentar a biodisponibilidade do resveratrol, o que
podera melhorar a sua eficacia.

Palavras-Chave: resveratrol, biodisponibilidade, hidroxi-y-ciclodextrina.
Agradecimentos: NEPET, LCQM, FAPEG e CNPq.
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ABSTRACT

Comparative pharmacokinetic study of resveratrol

and resveratrol-hydroxy-y-cyclodextrin complex.

Resveratrol is a polyphenol that induces vasodilation, antineoplastic, anti-inflammatory,
antioxidant and antiplatelet activities. Despite these beneficial effects, resveratrol is
characterized by limited therapeutic performance due to its low oxidation stability and low
aqueous solubility. Hence, an improvement in bioavailability may be an interesting outlet
for such limitations. In order to increase oral bioavailability, resveratrol was incorporated
into hydroxy-y-cyclodextrin, resulting in resveratrol-hydroxy-y-cyclodextrin complex (RES-
y-CD). In order to verify the efficiency of the complexation, resveratrol (resveratrol +
DMSO) was compared to its complex (RES-y-CD), determining the pharmacokinetic
parameters (Tmax, Cmax, AUCT, t12, Vd e CLr), by the oral and intravenous routes, with
absolute values (F%) and relative bioavailability (FR%) being obtained. The HPLC-PDA
analytical technique was validated and the pharmacokinetic parameters were statistically
the same, except for a much higher Cmax of RES-y-CD. The F% and FR% values of
resveratrol were higher for RES-y-CD formulation, demonstrating better absolute and
relative bioavailability than the administered resveratrol dissolved in DMSO. In conclusion,
the incorporation of resveratrol into hydroxy-y-cyclodextrin is promising to increase the
bioavailability of resveratrol, which may improve its efficacy.

Key words: Resveratrol, bioavailability, hydroxy-y-cyclodextrin.
Acknowledgments: NEPET, LCQM, FAPEG and CNPq.
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1. INTRODUGAO

O interesse por um principio ativo e seu possivel uso terapéutico se inicia muitas
vezes gracas a usos populares disseminados no vasto conhecimento social. Prototipos de
origem animal, vegetal e mineral sdo diariamente desenvolvidos. Consistentes esforcos,
pesquisas cientificas e averiguacdes farmacologicas sdo embasados a partir de amostras
gue podem ou ndo sustentar a motivacao inicial depois de findadas as avaliacbes. Em
meio a uma realidade tdo abundante, encontra-se o resveratrol e o seu “Paradoxo
Francés” (BROWNSON et al., 2002; LUCERI et al., 2002; RIFICI, SCHNEIDER e
KHACHADURIAN, 2002). Esse termo € utilizado por nutricionistas para se referir a
contradicdo existente entre a alimentacdo francesa rica em gordura saturada e o
aparecimento inversamente proporcional de aterosclerose coronariana nessa populagéo.
A principal justificativa para tal incoeréncia esté relacionada a ingestéao diaria de alimentos
derivados da uva, atividade arraigada ao cotidiano e que possui como principal
componente ativo o resveratrol (PROVIDENCIA et al., 2006; ALI, Kashif. 2010; LIU,
LIANG e QIANG, 2013).

Apesar de ter o vinho como representante nobre dentre esses derivados, a presenca
de alcool é fator restritivo para o seu consumo. Um estudo publicado em 2018 no “The
Lancet” analisa sistematicamente dados sobre o consumo de é&lcool coletados em 195
paises por um periodo de 30 anos. Os resultados sdo categéricos: o alcool é um dos
principais fatores para o aparecimento de doencas e causa perda substancial de salde,
desmistificando assim o mito das benesses proporcionadas pelo seu “‘uso moderado”.
Entretanto, o consumo de sucos integrais, vinagres, geleias, 6leos e farinhas derivados da
uva se firmam como alternativas acessiveis e ndo alcéolicas para a ingestao de
resveratrol (GBD ALCOHOL COLLABORATORS, 2018).

Sintetizado a partir do aminoacido fenilalanina pela enzima triidoseestilbeno sintase
em resposta a agressbes ambientais como o ataque de fungos e radiacdo UV, o
resveratrol € comumente encontrado em sementes e cascas de uvas vermelhas,
amendoim, mirtilo, cacau em po, chocolate amargo, amora, morango, acai, eucalipto,
vinho tinto e pistache. Possui também outra fonte pouco conhecida: um vegetal cultivado
comercialmente na China, o Polygonum cuspidatum, popularmente conhecido como

knotweed japonés ou bambu mexicano, que se caracteriza por ser uma fonte comestivel e
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nédo alcoodlica deste polifenol (FREMONT, 2000; DORNAS, OLIVEIRA e RODRIGUES-
DAS-DORES, 2009; LIU, LIANG e QIANG, 2013).

Os polifendis sdo compostos naturais com estruturas diversas e de biossintese
exclusiva por plantas e alguns tipos de fungos, consumidos a partir da incorporacdo em
alimentos como chas, vinho, frutas, legumes e verduras. Com sua biodisponibilidade
sempre sob discussao, € certo que fatores como género, idade, composi¢cao da microflora
intestinal e interacbes com proteinas salivares e enzimas digestivas influenciam
diretamente no aproveitamento dessa substancia in vivo (PAIXAO et al., 2014).

No artigo publicado em 2010 por Daiane Nemen e Elenara L. Senna evidencia-se a
baixa estabilidade frente a oxidacdo e baixa solubilidade aquosa do resveratrol como 0s
principais motivos para o limitado aproveitamento terapéutico do produto, principalmente
apos a administracao oral. De modo geral, as concentracdes de resveratrol chegam em
baixas concentracdes nos potenciais sitios de acdo ndo demonstrando a eficacia que se
espera (RAWAT e JAIN, 2004). De acordo com a Farmacopeia Europeia, este polifenol
nao flavonoide possui uma solubilidade de aproximadamente 50mg.mL em etanol,
16mg.mL em DMSO, apresentando solubilidade limitada em agua - aproximadamente
3mg.100mL (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2017). Essa indissolubilidade aquosa afeta
diretamente a permeabilidade da substancia, possibilitando campo interessante e
promissor de estudo.

Apesar de apresentar dois tipos de isbmeros, a forma estavel e mais ativa do
composto é a trans-3,5,4-trihidroxiestilbeno, intensamente estudado por sua capacidade
de prevenir ou retardar a progressao de doencas como cancer, diabetes, arteriosclerose,
doencas inflamatérias e alérgicas (GAMBINI et al., 2015). Isso s6 é viavel devido as suas
propriedades de antiagregantes plaguetarias, vasodilatadoras, antineoplasicas, além de
ser um protetor renal que contribui no manejo da obesidade e da diabetes. Ja foi relatado
também que o resveratrol modula a fungdo mitocondrial, atenuando os efeitos que essas
estruturas sofrem pela acdo de agentes estressores (FREMONT et al., 2000; LIU et al.,
2013; PAIXAO et al., 2014).

Por possuir propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, o resveratrol é
importante na prevencdo e no tratamento do envelhecimento cutaneo, como um
despigmentante que bloqueia a producédo de melanina e aumenta a degradacdo dos
melanossomos que a armazenam. Alguns polifenéis como o resveratrol podem atuar
diretamente contra as espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) prevenindo
ou reduzindo o estresse oxidativo. Isso ocorre pela capacidade de transformar um radical

livre em outro menos reativo, acdo denominada de “scavenger” (BELLO, 2002; RIFICI,
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SCHNEIDER e KHACHADURIAN, 2002). Nesse ambito, o resveratrol atua como
guelante, onde suas propriedades de oOxido-reducdo neutralizam radicais livres,
retardando e inibindo a oxidag&o de diversas substancias. Isso evita o inicio e propagacao
das reacdes em cadeia e produz uma acao protetora efetiva contra os diversos processos
oxidativos que ocorrem naturalmente no organismo (PAULO et al., 2011; SOUZA et al.,
2017).

Frente a tantas propriedades e mesmo sendo relativamente acessivel, o resveratrol
ndo é utilizado em larga escala. Estudos in vitro, realizados em células de ratos,
mesangiais, cardiomiocitos, adipécitos viscerais humanos, modelos de tecidos ou fracfes
subcelulares, demonstraram os efeitos protetivos do resveratrol, principalmente na
fisiopatologia de doengas renais, cardiovasculares e no cancer. Contudo, quando
expandidos para modelos in vivo, € dificil observar a conservacdo dessas respostas uma
vez que o composto é amplamente metabolizado e excretado (LIANG et al., 2013). Uma
justificativa para essa condicdo em animais e humanos se da pela sua baixa
permeabilidade gracas ao seu rapido e extenso metabolismo pré-sistémico, resultando
somente na presenca de tracos da substancia ndo modificada na circulacdo (UDENIGWE,
ROTIMI E JONES, 2008; BASTOS, 2009).

Na tentativa de otimizar o uso do resveratrol e realizando um levantamento sobre as
solucdes ja propostas no meio cientifico, encontra-se as ciclodextrinas (CDs). A
complexacado de fitoquimicos solUveis em agua com ciclodextrinas tem se mostrado uma
promissora abordagem para melhorar a permeabilidade, estabilidade e taxa de
dissolugéo, a fim de transpor as barreiras impostas pelo organismo, melhorando a sua
biodisponilidade e atividade nos sitios de acdo (LASTRA E VILLEGAS, 2007;
VALLIANOU, 2013). As CDs séo oligossacarideos ciclicos derivados de amido contendo a
partir de seis unidades de D-Glicopiranose, que apresentam grandes aplicacoes
industriais devido ao seu arranjo tridimensional criando uma cavidade interna apolar. Esse
espaco no interior da molécula permite que as CDs formem complexos de inclusdo com
uma grande variedade de compostos (CERQUEIRA et al., 2007; PRATA, 2015).

A utilizacdo desses complexos revela-se como alternativa viavel e interessante por
melhorar as propriedades biofarmacéuticas, disponibilizando o principio ativo no local de
acao e modificando a sua taxa de liberacdo, possibilitando o aumento da permeabilidade
de formulagcbes e a absorcdo destas através de barreiras biologicas (RAMIREZ, 2008).
Essa estrutura visa ampliar também a duracéo dos efeitos farmacologicos; melhorando a
especificidade, a seletividade para o sitio de acdo desejado; diminuindo a toxicidade e
aperfeicoando a formulacao farmacéutica (RAMIREZ, 2008; DRUNKLER, 2009).
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Neste contexto, a realizacdo do estudo se torna relevante por possibilitar a formacao
do complexo de inclusdo entre o resveratrol e as hidroxipropil-y-ciclodextrinas e a

consequente verificacao in vivo desse complexo frente a estrutura original
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2. REVISAO DE LITERATURA

O levantamento do referencial teorico ocorreu nas bases de dados Google
Académico, Peridédicos Capes, Pubmed, Science Direct, Scielo, World Wide Science e
Biblioteca Virtual de Saude (BVS). A pesquisa se embasou nas palavras-chave:
resveratrol, hidroxipropil-y-ciclodextrina, biodisponibilidade, fitoalexina, fotoprotecéao,
HPLC, farmacocinética, polifenol e concentracdo plasmatica, sempre em combinac¢des de
duas e trés palavras. A busca foi realizada no periodo de Julho de 2018 a Maio de 2019.
O processo e os termos foram replicados durante as pesquisas realizadas em lingua

inglesa.

2.1.RESVERATROL

De origem latina, a palavra “resveratrol” surge como acrénimo das palavras “res” que
significa “procede de”, “veratrum” advindo da planta onde o composto foi inicialmente
descrito e “ol” indicando a presenga de grupos alcool em sua estrutura (BASTOS,
ROGERO E AREAS, 2009). Caracterizado em 1940 por Michio Takaoka ao analisar a
planta Veratrum grandiflorum, um tipo de lirio apresentado na Figura 1, o resveratrol —
3,5,4’-trihidroxiestilbeno — possui como estrutura basica dois anéis fendlicos ligados por
um duplo estireno e peso molecular de 228,25 g/mol (GUEDES et al., 2008; OLIVEIRA,
2009). Essa dupla ligagcdo inclusive possibilita a diastereoisomeria observada no
composto também apresentado na Figura 1: a subunidade trans-resveratrol a qual &
interconvertida em cis-resveratrol na presenca de radiacdo ultravioleta (BASTOS,
ROGERO E AREAS, 2009; PAULO, 2011). Devido a essa fotossensibilidade, o produto
deve sempre ser armazenado protegido da luz. Sob a forma de cristal de cor branca e
formula molecular C14H1203, 0 resveratrol € um &acido que possui ponto de fusédo entre
253°C e 255°C, sendo soluvel em determinados solventes organicos e praticamente
insoluvel em agua (0,03 mg/L) (CERQUEIRA, 2007). Por ser produzida naturalmente em
diversas plantas apos o ataque de fungos, estresse ou radiagdo ultravioleta, a substancia
€ considerada uma fitoalexina polifendlica — composto quimico de baixo peso molecular,
produzido apenas no local da infeccdo — 0 que representa para as plantas, do ponto de
vista energético, uma forma mais simples e econémica de defesa (BROWNSON et al.,
2002). Consequentemente, a concentragao do resveratrol depende principalmente do tipo,

duracéo e intensidade do stress ao qual a planta foi submetida (PAULO, 2011).

22



Figura 1: (A) Foto da planta Veratrum grandiflorum (The Plant List Org, 2010) e (B)

estruturas quimicas do trans-resveratrol e do cis-resveratrol (Rege, et al., 2014).

trans-Resveratrol cis-Resveratrol

No que se referem & aplicabilidade, diversos trabalhos sdo publicados anualmente
sobre o tema. Dentre os pontos comumente debatidos, o resveratrol se destaca por sua
capacidade de prevenir ou diminuir a progressao de varias doencas, como canceres,
diabetes, doencas degenerativas e cardiovasculares, além de possuir propriedades
antioxidantes, antiagregantes plaquetéria, anti-inflamatoérias e antimicrobianas (LUCERI et
al.,, 2002; PAULO, 2011; LIU, XIA E KONG, 2013). A acao anticancerigena se da
principalmente pela inducdo de apoptose e alteracdo de expressfes génicas, acarretando
em uma diminuicdo na iniciacdo, promocao e progressdo do tumor. A absorcdo do
resveratrol ocorre no intestino delgado, mas para que a sua excre¢ao ocorra, Sao
formados dois compostos auxiliares: o resveratrol sulfato, formado no rim pela conjugacéo
do composto com o sulfato e o resveratrol glucoronideo formado no figado.
Aproximadamente 97% do resveratrol excretado pelo organismo ocorre pela conjugacgéo
com o acido glicurbnico. Esse &cido € importante no processo de excrecdo de
xenobidticos (GUEDES et al., 2008; RAMIREZ, 2008).

Embora os mecanismos ainda ndo sejam totalmente elucidados, estudos indicam
gue o resveratrol desempenha o papel de um antioxidante na forma de um sequestrante
de radicais livres (atividade sequestrante), quelando os ions metalicos (como ferro e
cobre), inibindo ou retardando assim a oxidacdo. Preserva a atividade da enzima
paraoxonase, neutralizando os radicais livres e ativando fatores de transcri¢cdo, levando
ao aumento da expressdo de genes que codificam proteinas importantes na atividade

antioxidante, como a superoxido dismutase e a glutationa peroxidase. Essa atividade
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melhora também complicacdes crénicas causadas por doencas como diabetes mellitus,
arteriosclerose e hipertenséo (SEFORA-SOUSA, 2013; MARTINS, 2016).

O efeito anti-hiperglicémico esta associado a atividade estimulatéria no transporte de
glicose intracelular (VALLIANOU, 2013). Ja a protecao cardiovascular é decorrente da
inibicdo da agregacao plaguetaria, vasodilatacdo, estimulacdo da angiogénese e inducao
da expressao proteica cardioprotetora, reduzindo a sintese de lipidios que promovem a
inflamacé&o e a aterosclerose (GUEDES et al., 2008). As doencgas degenerativas e 0
envelhecimento celular sdo causados, dentre outros motivos, pelos efeitos téxicos do
oxigénio e nitrogénio, levando a inativacdo enzimatica, ruptura de membrana, mutacao,
ao aumento na aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade e,
consequentemente, a morte celular (RAMIREZ, 2008). Nesse contexto, o resveratrol e
sua acao antioxidante — atribuida ao poder redutor do grupo hidroxila aromatico — auxiliam
na eliminacdo de radicais livres interrompendo as reacfes em cadeias (CERQUEIRA et
al., 2007). De modo geral, os resultados dos estudos sobre o resveratrol destacam as
suas atuacdes funcionais com potencial aplicacdo farmacoldgica, exercendo efeitos
positivos na prevencéao e tratamento de desordens metabdlicas e degenerativas. A dose
meédia varia entre 15 a 20 mg por dia em forma de cépsula ou 250 mL através do
consumo de suco ou vinho tinto (LEAL et al., 2017). O Quadro 1 exibe uma percepcao

geral dos principais alimentos que contém resveratrol e suas concentracdes aproximadas.

Quadro 1: Tipos de alimentos e as respectivas concentracdes do resveratrol.

Concentracao de

Alimento trans-resveratrol Fonte
Amendoim =~ 0,00192 mg/g (KIM et al., 2011)
Chocolate =~ 0,0004 mg/g (COUNET, CALLEMIEN e COLLIN, 2006)
Groselha =~ 0,0019 mg/g (DJOKO, et al., 2007)
Mirtilo =~ 0,00003 mg/g (LYONS, M., 2003)
Morango =~ (0,00011 mg/g (WANG, et al., 2015)
Pistache =~ 0,00167 mg/g (TOKUSOGLU, et al., 2005)
Uva =~ 0,00029 mg/g (WENZEL, O., 2015)
Vinho branco =~ 0,0028 mg/mL (WENZEL, O., 2015)
Vinho tinto =~ 0,0036 mg/mL (SARUBBO, et al., 2017)
Suco de uva =~ 0,0009 mg/mL (SAUTTER, C. et al., 2005)

Dentre os produtos disponiveis no mercado que empregam 0 resveratrol como
componente principal, encontram-se aproximadamente trés tipos de cremes para uso
dérmico, que se utilizam de nanotecnologia para favorecer suas a¢des. Todos os demais

produtos se apresentam para consumo oral através de capsulas com dose de resveratrol
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variando entre 100 mg e 500 mg. Considerando-se estes aspectos e a necessidade de
aumentar a biodisponibilidade oral do resveratrol, ressalta-se a importancia de pesquisar
para tal finalidade. Na tentativa de otimizar a aplicabilidade dos farmacos e levando em
consideracdo a fundamental importancia que a solubilidade em &agua possui nesse
contexto, numerosos estudos sdo realizados a fim de alterar a estrutura lipofilica de
potenciais principios ativos (ARANGOA, PONCHEL e DUCHENE, 2000; COIMBRA et al.,
2011). Neste ambito, surgem a ciclodextrinas.

2.2.CICLODEXTRINAS

Isoladas inicialmente por Villiers em 1891 como oligossacarideos advindos da
degradacdo enzimatica de bactérias do amido, as ciclodextrinas sdo polimeros de
estrutura ciclica de unidades de D-glucopiranose (SEGUIN et al., 2013). Também
conhecidas como cicloamiloses, cicloglucanos ou dextrinas de Schardinger, a
complexacdo com as ciclodextrinas visa transpor limitagdes como reduzida extensdo de
alcance, velocidade de dissolugdo e baixa solubilidade aquosa (VANAJA, MARTIN E
BUKARICA, 2013). Gracas a sua cavidade hidrofobica e superficie hidrofilica — resultado
de um ambiente rico em elétrons e grupos OH — é moldada uma estrutura que permite a
formacgéo de complexos de inclusdo estaveis com diversos sais, substancias halogénicas
e organicas, tornando assim a complexacéao promissora (COIMBRA et al., 2011; SEGUIN
et al., 2013).

A forma associada as ciclodextrinas denominada tronco-cénica ocorre gracas a
conformacdo em cadeira das unidades de glicose e a auséncia de rotacdo livre das
ligacdes glicosidicas, ndo reproduzindo um cilindro perfeito (BROWNSON et al., 2002;
SEFORA-SOUSA, 2013). Dentre as estruturas naturais existentes, as que apresentam
maior rendimento sdo aCD, BCD e yCD, que possuem propriedades distintas e cuja
denominacdo é definida pela quantidade de unidades de glicose presentes em seu
arcabouco, conforme exemplificado no Quadro 2 (PAULO, 2011).

Quadro 2: Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas naturais (Adaptacdo de
Oliveira, 2009).

N° de Peso A Volume da  Solubilidade
. Diametro da :
CD unidades de molecular cavidade (A) cavidade aguosa a
glicose (g/mol) (A3) 25°C (g/L)
aCD 6 972 4,7-5,3 174 14,5
BCD 7 1.135 6,0-6,5 262 1,85

yCD 8 1.297 7,5-8,3 427 23,2
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Os tamanhos das cavidades dessas CDs definem os tipos de moléculas que podem
ou nao ser complexadas. A yCD, por ser uma molécula ndo coplanar e de estrutura mais
flexivel, € a mais solivel e de maior capacidade de encapsulacdo dentre as trés,
conseguindo agregar até mesmo esteroides e antibiéticos (SEGUIN et al., 2013; VANAJA
et al., 2013). Vale ressaltar, entretanto, que nem todas as substancias apresentam
caracteristicas adequadas que viabilizem essa modificacdo. Elas precisam possuir
didametro menor que o da cavidade da ciclodextrina escolhida para o uso além possuir
grupos funcionais que viabilizem a complexacdo (OLIVEIRA, 2009). A utilizacdo de
ciclodextrinas tende a modificar a taxa de liberacdo dos farmacos complexados,
aprimorando a absorcdo através de membranas bioldgicas e criando um sistema de
liberacdo. Normalmente, quanto menor a solubilidade aquosa da substancia, maior € o
aumento relativo da solubilidade alcancado com a complexacdo (OLIVEIRA, 2009;
MACEDO, BATTESTIN e MATSUDA, 2016).

Considerada uma substancia ndo toxica, uma vantagem de destaque das CDs é a
de encapsular um grande numero de compostos, agregando a estes propriedades fisico-
guimicas através de um método simples e barato. Entretanto, ha relatos de toxicidade
para as células quando administradas pela via intravenosa, ja que ndo sao hidrolisadas
pelas amilases humanas, o0 que leva a uma excrecao direta através do rim (SUVARNA,
GUJAR e MURAHARI, 2017). Na industria farmacéutica o uso das CDs visa basicamente
aumentar a solubilidade e dissolucdo dos farmacos pouco soluveis, aumentando sua
biodisponibilidade e estabilidade. Objetiva-se também diminuir a irritacdo gastrica,
dérmica ou ocular causada por determinados farmacos, eliminando odores ou sabores
desagradaveis além de prevenir interacfes entre diferentes farmacos ou entre farmacos e
excipientes (SANTOS, 2011).

Além das CDs naturais ja conhecidas, alguns derivados quimicos tém sido
desenvolvidos no intuito de melhorar as propriedades fisico-quimicas e aumentar as
opcOes para uso. Como exemplo, existem as CDs amorfas que sdo utilizadas como
inibidoras do polimorfismo e da taxa de cristalinizacdo de farmacos pouco hidrossoluveis
e as CDs hidrofilas que modificam as taxas de liberagcdo de farmacos, melhorando a
absorcao através das membranas biologicas. Existem também as CDs ionizaveis que
promovem a ligacdo dos farmacos as superficies das membranas celulares e a
consequente absor¢cdo pelas barreiras biolégicas. Outros exemplos de derivados sdo as
CDS metiladas, hidroxialquiladas, ramificadas, etiladas, aciladas, aniénicas, variando
entre elas o0s substituintes adicionados as estruturas naturais e a consequente
aplicabilidade (SEFORA-SOUSA, 2013).
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Cabe esclarecer que independente da funcionalidade, a maioria dessas
derivatizagdes se originaram das BCD, visto que esta, apesar de ndo apresentar a maior
capacidade de solubilidade aquosa, possui uma excelente propensdo de se complexar
com numerosos farmacos hidrofébicos, além de ser a mais viavel economicamente e ja
estar aprovada como excipiente em preparacdes farmacéuticas (SALIPARA et al., 2006;
OLIVEIRA, 2009). Entretanto, ap0s a realizar a etapa de complexacdo, havera a
necessidade de comprovar a eficiéncia da incorporagdo e se a mesma consegue
modificar, por exemplo, parametros farmacocinéticos obtidos in vivo, cujos estudos

dependem da utilizacdo de métodos analiticos, especialmente cromatograficos.

2.3.CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Os historiadores creditam a invencdo da cromatografia ao botanico russo Mikhail
Semenovich Tswett devido a um relatério seu publicado no ano de 1903, onde ele
descreve a separacdo de compostos extraidos de plantas utilizando solvente em uma
coluna empacotada com particulas de carbono de calcio. O inicio da utilizacdo dos
sistemas cromatogréaficos de alta eficiéncia se deu por volta dos anos 60, onde particulas
de silica porosa irregulares de 40 a 50 ym com grande distribuicdo de tamanho eram
utilizadas como fases estacionarias (MALDANER, COLLINS e JARDIM, 2010). J4 na
década de 70, o surgimento de particulas de silica com aproximadamente 10 ym e da
técnica de modificacdo quimica das fases estacionarias, em especial as fases octil (C8) e
octadecilsilano (C18), permitiram a construcdo de colunas robustas e de grande
seletividade, denominadas de colunas de fase reversa. A padronizacédo e o alto grau de
pureza da superficie da silica juntamente com a evolucdo das modificacbes quimicas
viabilizaram a producao de sistemas de fase reversa robustos com excelente estabilidade
e eficiéncia (SADOVOY et al., 2011).

Nessa linha, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) se apresenta como
um meétodo eficaz, possibilitando a verificacdo de principios ativos, quantificacdo de
impurezas, além do estudo de degradacgéo de determinado produto, sendo usada também
como ferramenta analitica na descoberta de novos medicamentos ou em estudos de
bioequivaléncia. A importancia desses estudos se alicerca principalmente em seu arrojado
poder de resolucéo, na velocidade das analises, em técnicas relativamente simples e no
manuseio de pequenas quantidades de amostra (10° — 10-1° g). Contudo, a operacéo e a

instrumentacéo de alto custo, a necessidade de méao de obra treinada para o manuseio do
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equipamento e a dificil andlise qualitativa se tornam fatores limitantes (SANTOS, 2011;
SUVARNA, GUJAR e MURAHARI, 2017).

O HPLC consiste na separagdo dos componentes distribuindo-os em duas fases,
sendo uma fixa denominada fase estacionaria, também conhecida como colunas
cromatograficas, responsavel pela retencdo dos elementos e outra moével que conduz a
mistura por meio de um soluto através da Fase Estacionaria (SALIPIRA et al., 2006). O
desempenho do HPLC requer a utilizacdo de equipamentos que possam resistir as altas
pressdes necessarias para eluir a fase mével e com grande capacidade de separacao
como bombas, detector, registrador e colunas especificas (OLIVEIRA, 2009; GAMBINI et
al., 2015; ZIKA et al., 2015).

A Figura 2 demonstra de maneira simplificada as etapas pertencentes a um HPLC e
gual o caminho percorrido por toda a substancia. Ao final desse processo de analise,
pode-se acoplar um detector PDA de matriz de fotodiodo (HPLC-PDA) ou espectrometria
de massa em tandem (LC/MS-MS). O Detector de Arranjo de Diodos proporciona
guantificacdo e identificacdo de tracos de impurezas, com alta sensibilidade
cromatografica e espectral, possibilitando o desenvolvimento de métodos de analise. Ja
na Espectrometria de Massas, as amostras sao convertidas em ions em fase gasosa,
sendo na sequéncia separados de acordo com a sua razdo massa (m)/ carga (z).
(VANAJA, MARTIN E BUKARICA, 2013; ZIKA et al., 2015).

Figura 2: Estrutura esquematizada adaptada de um cromatografo liquido de alta eficiéncia
(CZAPLICKI, 2014).
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A principal vantagem do HPLC-PDA frente aos outros métodos ocorre devido a
possibilidade de deteccdo de concentracdes mais baixas do resveratrol e seus
metabdlitos além de outros compostos utilizados na extracdo (SANTOS, 2011). Esse
método também fornece andlises espectrais rapidas e com baixo ruido, viabilizando o
processamento de espectros, utilizando bibliotecas espectrais para identificacdo de
componentes e multiplas exibi¢cdes espectrais (SALIPIRA et al., 2006; RAUF et al., 2017).

O uso da cromatografia em larga escala permitiu ndo sé obter resultados em um
curto espaco de tempo como possibilitou a realizacdo de separacdes e analises
guantitativas com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade. Vale frisar que, para a correta
utilizacdo e aceitabilidade de um método, € necessario a sua validacdo, compreendendo
todos os parametros exigidos de confiabilidade como seletividade, efeito residual, efeito
matriz, curva de calibracao, precisao, exatidao, estabilidade do analito e matriz bioldgica,
estabilidade apo6s ciclo de congelamento e descongelamento, estabilidade de curta e
longa duracdo, estabilidade de pds-processamento, estabilidade do analito e padréo
interno em solucéo (RIFICI, SCHNEIDER e KHACHADURIAN 2004; RDC ANVISA N° 27
DE MAIO DE 2012; MARTINS, 2016).

A validacdo do método bioanalitico ocorre de acordo com as exigéncias da ANVISA,
Resolucédo da Diretoria Colegiada n°® 27, de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (RDC ANVISA N° 27 DE MAIO DE 2012; BRASIL, 2012).
Esta RDC 27/2012 dispde sobre os requisitos minimos para a validacdo de métodos
bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e pos-registro de
medicamentos. Ela preconiza que sejam realizados os seguintes testes:

a) Seletividade: Essa etapa visa certificar a capacidade que o método possui
em detectar o analito de interesse, mesmo quando esse se encontra na presenca de
impurezas ou quaisquer componentes da matriz que possam impossibilitar a analise.
Para a realizacdo do teste de seletividade, utilizam-se seis amostras distintas
conforme preconiza a legislacdo, sendo que todas as curvas nao apresentaram
diferencas significativas ao nivel de confianca de 95%.

b) Limites: O limite inferior de quantificacdo (LIQ) se caracteriza por
representar a menor concentragdo do analito na curva de calibracdo passivel de
detecgcdo nas condigdes experimentais estabelecidas. Ja o limite de detecgéo (LD)
corresponde a capacidade de identificacdo do analito na amostra sem

necessariamente quantifica-lo.
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c) Linearidade: Esse parametro se refere a capacidade que o método possui
de apresentar resultados proporcionais em diferentes concentracdes analisadas do
analito.

d) Curva de Calibracdo: Esse dado se caracteriza por ser uma relacdo de
proporcionalidade entre a quantidade de analito e o sinal correspondente observado.
No minimo cinco pontos sdo selecionados para a obtencdo desta curva devendo
apresentar, sempre que possivel, valores proximos a rotina de trabalho no
laboratério.

e) Precisdo e exatidao: Garantir a precisao significa afirmar que os resultados
obtidos nos ensaios da validagdo sdo proximos garantindo a repetibilidade e
reprodutibilidade de todo o processo. J& a exatiddo refere-se a capacidade de se
obter respostas proximas ao valor verdadeiro mensurado.

f) Estabilidade do analito em matriz biolégica: Os estudos de estabilidade
de curta e longa duracdo, ciclos de congelamento e descongelamento e poés-
processamento se enquadraram nos padroes determinados pela resolugédo, nao
apresentando variacdes superiores a 15 % em relacdo a solucédo. Visa assegurar
gue a concentracdo do analito, a ser determinada na amostra, permaneca estavel
durante o0 decorrer do estudo, respeitando as mesmas condicbes de
armazenamento, preparo e analise. Analisam-se 0s seguintes parametros:

|. Estabilidade de curta duracdo: As amostras sdo processadas apos

permanecerem por 24 horas em temperatura ambiente, tempo esse muito
superior ao que as amostras sdo mantidas no decorrer do estudo.

Il. Estabilidade de longa duracdo: As amostras sdo analisadas apds seu

armazenamento gque se iniciou entre a primeira coleta de amostra e as ultimas
analises. Esse armazenamento se deu na mesma temperatura das demais
amostras em estudo.

[ll. Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento: As
amostras sdo congeladas por no minimo 12 horas e posteriormente
descongeladas a temperatura ambiente. Esse ciclo repete-se por pelo menos

trés vezes, sendo o analito quantificado apds o ultimo ciclo.

Assim, apos o desenvolvimento do processo de validagdo, a técnica analitica ja

estara adequada para ser aplicada aos estudos de farmacocinética.
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2.4.FARMACOCINETICA

A natureza dindmica dos fatores que afetam a capacidade de um farmaco em atuar
em determinado paciente no decorrer do tempo depende tanto de aspectos relacionados
ao proprio paciente como 0s intrinsecos as propriedades fisico-quimicas do composto.
Entende-se farmacocinética como a distribuicdo dos xenobioticos no organismo apds sua
administracao e farmacodinamica como a relacdo entre a concentragdo do composto e a
magnitude da resposta farmacolégica observada (BAUR e SINCLAIR, 2006). Deste modo,
podemos definir mais especificamente a Farmacocinética como sendo o estudo do
movimento, em especial dos farmacos, dentro, através e fora de um determinado local de
acdo mediante a andlise de sua absorcao, distribuicdo, biotransformacéo, excrecédo e
biodisponibilidade (VANAJA et al., 2013).

Ao longo da histéria, produtos naturais possibilitaram a analise de compostos com
aplicacbes nos campos da biologia, medicina e farméacia. Nesse sentido, a busca por
novas fontes de farmacos continua sendo linha importante de estudo. Dados
disponibilizados pela Convencgéo da Diversidade Biol6gica (CDB) colocam o Brasil como
detentor de aproximadamente 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado
0 pais com maior numero de espécies endémicas. Apesar disso, muitos sao
completamente desconhecidos, fazendo desse nicho uma imensuravel fonte de estudo
(GONCALVES et al.; 2016).

Até a mais promissora das terapias esta fadada ao fracasso se o farmaco for
incapaz de alcancar o seu 6Orgdo-alvo em uma concentracdo que possibilite o efeito
terapéutico desejado. Por muitas vezes essencial, as caracteristicas que tornam o corpo
humano resistente a danos causados por invasores estranhos e substancias téxicas
acabam se tornando também fatores que limitam a capacidade dos farmacos de combater
processos patoldgicos (OLIVEIRA, 2009; MACEDO, BATTESTIN e MATSUDA 2016).
Entretanto, os metabdlitos sdo usualmente complexos para uso em escala industrial,
sendo que o rendimento dos metabdlitos secundarios pode ser altamente variavel,
dependendo da origem da planta, sua localizacdo, época de colheita e condi¢cdes
ambientais. Outra preocupagdo do uso de compostos de origem natural € a frequente
deplecdo dramatica da populacdo destas plantas (LUCERI et al., 2002; JIANGHONG
FAN, 2013; LEWANDOWSKA et al., 2013).

O reconhecimento dos numerosos fatores que afetam a atuagdo de um farmaco bem
como o estudo desses aspectos, € de suma importancia para a pratica clinica das
diversas areas da saude. Os processos farmacocinéticos se subdividem em absorcéo,

distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo. Basicamente, a absorcdo é definida como a
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transferéncia de um farmaco do seu local de administracdo até a circulagdo sanguinea,
sendo que a velocidade e a eficiéncia da absor¢céo dependem, entre outros fatores, da via
de administracéo escolhida. Ja a distribuicdo esta diretamente ligada a concentracédo do
farmaco livre, sua afinidade pelos locais de ligacdo e pela quantidade das proteinas de
transporte. Denominamos metabolizacdo os processos metabolicos dos farmacos que
ocorrem geralmente através de sistemas enzimaticos especializados visando sua
modificacdo bioquimica ou degradacéo. E por ultimo, qualificamos a excrecdo como o ato
de expelir produtos residuais do metabolismo eliminando-os do organismo (ARANGOA,
RENEDO e IRACHE 2000; DORNAS et al., 2009; SADOVOY et al., 2011).

Para a verificagdo analitica desses processos, 0s estudos farmacocinéticos exigem a
analise de certos parametros basicos, a ver:

a) Meia vida de eliminacdo (ti2): representa o tempo gasto para que a
concentracdo plasmatica ou a quantidade original de um farmaco se reduza a
metade.

b) Concentracdo plasmatica méaxima (Cmax): A Cmax do farmaco é estimada a
partir da curva de concentracdo pelo tempo e varia de acordo com a via de
administracdo, dose utilizada, tempo decorrido do inicio da exposicdo, sua
distribuicdo e eliminagdo. Na maioria dos farmacos, o perfil cinético € diretamente
proporcional a velocidade de transporte, quantidade de farmaco a ser transportado e
de uma constante de velocidade, chamada cinética de primeira ordem.

c) Tempo para atingir a concentracdo plasmatica maxima (Tmax): € definido
como o tempo de maior concentra¢cao no sangue apos administracao.

d) Area sob a curva de concentracdo versus tempo (AUCT): é considerada
representativa da quantidade total de farmaco absorvido na circulagéo sistémica.

e) Clearance (CLr): define-se como o volume de plasma no qual o farmaco é
completamente removido por unidade de tempo. O clearance total de um farmaco é
igual a soma dos clearances efetuados por cada 6rgao envolvido na eliminacao,
como, por exemplo, o figado e os rins.

f) Volume aparente de distribuicdo (Vd): € um volume hipotético de fluido
corporal, extra ou intracelular, no qual o farmaco esta dissolvido e é distribuido,
podendo ser expresso como um simples volume ou como percentagem do peso
corporal

g) Biodisponibilidades absoluta e relativa: Se relacionam diretamente com a

velocidade e extensdo que uma substancia é absorvida, tornando-se disponivel em
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um determinado local de acdo a partir de uma determinada forma farmacéutica,.
Devemos considerar:

eBiodisponibilidade Absoluta, como sendo a biodisponibilidade de

uma preparagao farmacéutica administrada por uma determinada via de
administracdo, comparada com a biodisponibilidade da mesma preparagéao
administrada por via endovenosa (nesta dissertacdo: via peroral x via

intravenosa).

eBiodisponibilidade Relativa, como sendo a biodisponibilidade de

duas preparacdes farmacéuticas diferentes, administradas pela mesma via,

gue néo a endovenosa (nesta dissertacao: via peroral).

Os principais desafios dos estudos de farmacocinética sdo obter acesso aos 6rgaos
e tecidos relevantes e o desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos com
sensibilidade suficiente para o composto de estudo. A abordagem compartimental vé o
corpo como uma série de compartimentos, cada um representando uma combinacéo de
varios tecidos e 6rgaos que estdo em equilibrio dindmico um com o outro com respeito as
concentracfes do composto. A farmacocinética visa prever uma relacdo entre dados pré-
clinicos obtidos através de estudos em espécies animais com a espécie humana. Para
tanto, a escala alomérica e fisiolégica sdo modelos que auxiliam nessa avaliacdo
(LANNOQY, 2007; SEFORA-SOUSA, 2013).

A primeira é baseada unicamente em diferencas de tamanhos do corpo, sem
necessariamente analisar 0s mecanismos subjacentes. Ja a fisiolégica se baseia em
fatores fisiolégicos, anatbmicos e bioquimicos importantes, incluindo taxas de fluxo
sanguineo de 6Orgaos, no tamanho, volume e fluidez dos tecidos, concentracdo dos
compostos no plasma, ligacdes de proteinas e metabolizacdo por enzimas e atividades
transportadoras. Apesar de interessante devido a quantidade de dados, a aplicabilidade
desse modelo tem sido limitada gracas a sua complexidade matematica e as exigéncias
da grande quantidade de dados pré-clinicos (in vitro e in vivo) (SEFORA-SOUSA, 2013;
SUVARNA, GUJAR e MURAHARI, 2017).

Para que todas essas referéncias sejam coerentes com a realidade, faz-se
necessario rememorar alguns fatores que alteram os parametros farmacocinéticos, tais
como o consumo desmedido de &lcool, o tabagismo, uma nutricdo insuficiente ou

desregulada. A idade, os fatores genéticos, o estado fisico do farmaco, a presenca de
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excipientes e a sua capacidade de dissolucdo também sdo grandes influenciadores
desses dados (LAMATTINA e GOLAN, 2009).

Apébs todas essas reflexdes, acredita-se que a complexagdo as CDs possibilitaria
otimizar o uso do resveratrol. Frente a viabilidade dos métodos que serdo propostos e das
possiveis aplicacbes do produto final obtido, o estudo ndo s6 se faz relevante como se
firma como mais uma etapa importante para ampliar 0 acesso e consequente aumento da

eficiéncia do resveratrol em formulacdes farmacéuticas.
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3.1.

3.2.

3. OBJETIVOS

GERAL

Otimizar as utilizagdes in vivo do resveratrol através da elaboracdo de um
complexo resveratrol-hidroxi-y-ciclodextrina (RES-Y-CD), visando melhorar a
solubilidade e consequentemente a biodisponibilidade.

ESPECIFICOS

Planejar e realizar a complexacdo analisando parametros de sua
estabilidade e estrutura.

Validar técnica analitica para quantificar o resveratrol na matéria-prima e no
complexo RES-Y-CD.

Determinar o perfil cinético e os valores de biodisponibilidade absoluta e
relativa do complexo RES-Y-CD em roedores.
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4.1.

4. MATERIAL E METODOS

EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Acetato de Etila grau HPLC adquirido do JTBaker™

Acetonitrila (ACN) grau HPLC adquirida do JTBaker™

Acido 3-metil-hipurico adquirido pela Sigma™

Acido acético PA adquirido da Vetec™

Acido cloridrico PA adquirido da Vetec™

Balanga AY220 Shimadzu™

Coluna C-8 (150 x 40 mm), particula de 5 ym adquirida da ACE™

Cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a um detector PDA SPDM-

20AT (HPLC-PDA) Shimadzu™

Dimetilsulfoxido grau HPLC adquirida do JTBaker™
Hidroxipropil-y-ciclodextrina Ashland ™

Lavadora Ultrassonica Unique®

Micro-centrifuga CF16RN Hitachi™

Resveratrol — Florien (China; Lote: 20170608)
Tween 80 grau HPLC adquirida do JTBaker™
Ultrapurificador de agua OS10 LZ Gehaka™

O padréo interno de escolha foi o acido 3-metil-hiparico da Sigma Chemical

Company (St. Louis, EUA). Essa selecdo se baseia nas suas propriedades fisico-quimicas

compativeis com a substancia em analise, possuindo uma concentracdo conhecida, ao

mesmo tempo em que se caracteriza por ndo ser substancia endégena e ndo constar na

matriz estudada. A producédo se deu com 500 pL do acido transferidos para um baldo

volumétrico de 10 mL e volume total restante preenchido com Agua Ultra Purificada.

4.2.

PREPARO DO POLIMERO

A matéria prima resveratrol foi adquirida em parceria com a Farmacia Escola da

Universidade Federal de Goias (Goiania, Goias, Brasil). De origem chinesa, o resveratrol

utilizado tem validade de 06/2019 e lote de referéncia n°® 20170608, apresentando teor do
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principio ativo superior a 99%. A hidroxipropil-y-ciclodextrina (ASHLAND; Lote: 6008013)
foi gentiimente cedida pelo Professor Dr°. Ricardo Neves Marreto responsavel pelo
NANOSYS - Laboratério de Nanosistemas e Dispositivos de Liberacdo Modificada de
Farmacos da Universidade Federal de Goias. A fase moével utilizada foi agua ultra
purificada, acidificada com acido acético 0,2% (p/v) ph 3,0 e acetonitrila (62:38, Vv/v),
degaseificada por sonicacdo em banho ultrassénico por no minimo 15 minutos antes da
sua utilizagédo. Utilizou-se Coluna C8 ACE (150 x 4,0 mm, com particulas de 5 um),
submetida a temperatura de 30 °C com um fluxo de 1 mL/min. O volume de amostra
injetado foi de 50 pL. Todos os analitos foram monitorados no comprimento de onda de
306 nm.

A técnica para a elaboracdo do complexo RES-Y-CD foi retirada de ERNEST SOO
et. al., 2015, adaptada sob a orientacdo do Prof. Dr. Ricardo Marreto. A Figura 3 contém
fotos das primeiras etapas para a elaboracdo deste complexo. No método, pesou-se 15
mL de agua ultrapurificada e 15 mL de etanol absoluto em um béquer de 50 mL (A),
criando assim uma solugdo hidroetandlica de relagdo molar 1:1 (v/v). Dessa mistura final,
retirou-se 15 mL, transferindo-os para um recipiente de vidro devidamente revestido em
papel aluminio, a fim de evitar a entrada de luz durante todo o processo. Depois, pesou-
se 217 mg de resveratrol (B) e 1,5 g de hidroxi-y-ciclodextrina (C) em balanca calibrada,

adicionando-os a este recipiente.

Figura 3: Preparagéo do complexo de inclusao do resveratrol em hidroxi-y-ciclodextrina —

etapas iniciais com pesagem e preparacéo da solucao (arquivo pessoal).

Submeteu-se toda a mistura a uma agitacdo constante em Agitador Magnético
(Modelo Q261-22) pelo periodo de 24h (D) sem variacdes de temperatura e com vedacao

com Parafilm M., conforme fotos da Figura 4. Ap6s esse periodo, transferiu-se a mistura
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para uma placa de petri (E), deixando-a em dessecador até completa secagem (F).

(Todas as imagens foram registradas pelo autor durante o processo).

Figura 4: Preparacdo do complexo de inclusdo do resveratrol em hidroxi-y-cilclodextrina —

etapas finais com a agitacéo e a dessecagem do complexo de incluséo (arquivo pessoal).

No que tange a sua solubilidade, podemos observar na Figura 5 como o0 RES-Y-CD
se apresenta diluido e limpido apés a adicao de 2 L Dimetilsulféxido (DMSO) e uma gota
de Tween 80. Tal aspecto ndo é observado quando repetimos esse processo com 0O
resveratrol puro, no qual observamos um grumo no fundo do eppendorf, totalmente

insoluvel mesmo apds agitacdo e aquecimento.

Figura 5: Comparacdo das caracteristicas fisico-quimicas de 25mg do resveratrol (G) e
25mg do complexo RES-Y-CD (H) ambos diluidos em 0,5 mL de agua (arquivo pessoal).

Todo o pé obtido ao final do processo foi transferido e armazenado em um tubo
falcon revestido em papel aluminio devidamente protegido da luz.
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4.3. ENSAIOS DE VALIDACAO PARA ANALISE DO RESVERATROL EM
MATERIAL BIOLOGICO

A validacdo do método bioanalitico realizada ocorreu de acordo com as exigéncias
da ANVISA, RDC n° 27, de 17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2012). Para a analise das solu¢bes-padrao, preparou-se o
resveratrol na concentracdo de 1 mg/mL em Acetonitrila, realizando diluicbes e obtendo
0S sucessivos pontos utilizados na curva de calibracdo, a ver: 0,05 pg/mL; 0,1 ug/mL;
0,25 ug/mL; 0,5 pug/mL; 1,0 pg/mL; 2,5 pg/mL e 5,0 ug/mL. Os pontos escolhidos para os
controles de qualidade de diluicdo (CQD), alto (CQA), médio (CQM), baixo (CQB) e para o
limite inferior de quantificacdo (LIQ) foram respectivamente: 7,0 ug/mL; 4,0 ug/mL; 2,0
ug/mL; 0,15 pg/mL e 0,05 ug/mL. O Quadro 3 abaixo resume todos os etapas que foram

seguidas para a obtencéo de todos esses parametros.

Quadro 3: Procedimento dos ensaios de validacao para analise do resveratrol puro e do

RES-Y-CD em material biolégico.

Ensaio Técnica

Para o teste de seletividade foi utilizado o plasma de seis ratos.
Conforme exigido em legislagdo, foram avaliadas amostras em
plasma branco e plasma hemolisado utilizadas para a construgéo
Seletividade das curvas de adi¢cdo padrdo sendo também construida uma
curva em solucdo. Os coeficientes angulares das curvas foram
comparados com intuito de verificar se héa diferencas

significativas, no nivel de 95 % de confianga.

Os Limites de Detecc¢éo (LD) e Quantificacdo (LIQ) foram obtidos

injetando  concentracbes  decrescentes das  amostras.

Estabeleceu-se o LIQ ao se atingir o menor nivel determinavel

Limite de Deteccéo com precisdo e exatiddo e o LD foi estipulado ao se atingir o
e Quantificagéo i i ) o )

menor nivel detectavel do analito. Apos diversas tentativas, o LD

utiizado no método foi de 0,015 pg/ml enquanto o LIQ

estabelecido foi o de 0,05 pg/ml.

Para determinacdo da curva de calibracdo foram analisadas

amostras extraidas da matriz bioldgica, sendo duas amostras

. . brancas (matriz isenta de padrdo do analito e do padréo interno),

Linearidade e

Curva de Calibracéo duas amostras zero (matriz isenta de padrdo do analito) e dez
amostras de concentracbes diferentes (0,05 pg/ml; 0,1 pg/mi;

0,25 ug/ml; 0,5 pg/ml; 1,0 ug/ml; 2,5 pg/ml; 5,0 ug/ml; 4,0 ug/mi;
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2,0 pg/ml; 0,15 ug/ml), sendo esses trés ultimos referentes a
CQA, CQM e CQB. A linearidade do método se manteve
observando a proporcionalidade da razao de area dos picos no
cromatograma. Todos os pontos foram analisados em plasma
sempre em duplicata, sendo posteriormente comparados ao
mesmo teste em solucdo. Essas concentragcbes foram definidas
levando-se em consideracdo a sensibilidade da técnica
bioanalitica e a faixa prevista das concentracdes das amostras a

serem determinadas.

Precisao e Exatidao

Nesses testes, todos os pontos de controles foram analisados,
sendo o LIQ (0,05 ug/ml) o ponto inicial da curva de calibragéo;
CQB (0,15 ug/ml) - Controle de Qualidade de Baixa
concentracdo: matriz adicionada do analito em concentracdo até
trés vezes superior ao LIQ; CQM (2,0 ug/ml) - Controle de
Qualidade de Média concentragdo, matriz adicionada do analito
em concentragdo proxima a média entre os limites inferior e
superior de quantificacdo; CQA (4,0 ng/m) - Controle de
Qualidade de Alta concentrag&o: matriz adicionada do analito que
corresponde de 75-85% da maior concentragdo da curva de
calibracéo e CQD (7,0 ug/ml) - Controle de Qualidade de Dilui¢éo:
matriz adicionada do analito em concentragdo acima da maior
concentracdo da curva de calibragdo, sendo realizado
posteriormente processo de diluicdo pré-definido pelo laboratério
de andlise. A exatiddo foi determinada em uma mesma corrida,
chamada de exatiddo intracorrida e em outras trés corridas
diferentes (exatiddo intercorridas). Essas Ultimas ocorreram em
dias distintos entre si. Em cada processo, foram analisadas cinco
replicatas referente as cinco concentragdes: LIQ, CQB, CQM,
CQA e CQD. Conforme especifica a resolucdo, o0 método se
mostrou preciso e exato, onde o LIQ ndo pode variar mais de
20% e os controles (CQB, CQM, CQA E CQD) ndo mais de 15%.

Estabilidade de longa duracao

Para todos os testes de estabilidade, o desvio padrdo deve
apresentar valores inferiores a 15% da média das concentracdes
obtidas com relacdo ao valor nominal. As amostras da matriz
foram contaminadas com as concentracdes dos controles (CQB e
CQA) em triplicata e armazenadas em freezer a -20°C por 21
dias. Ao final deste tempo, essas amostras foram analisadas em

HPLC juntamente com curva de calibracdo e controles recentes.

Estabilidade de curta duracéo

Para verificar a estabilidade do analito em matriz biologica, foi
utilizada uma curva de calibracdo recém-preparada e a matriz

contaminada com as concentracdes de CQB e CQA, sendo feita
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uma triplicata para cada concentracdo. A matriz contaminada
permaneceu sobre a bancada a temperatura ambiente por quatro

horas, antes do processamento da amostra.

Os controles de qualidade em ftriplicata foram armazenados em

freezer -20°C por 24 horas e entdo retirados, permanecendo a

temperatura ambiente até completo descongelamento.

Estabilidade ap6s ciclos de Posteriormente foram novamente congelados por mais 24 horas.
congelamento e descongelamento . ) . i

Esse processo foi repetido por 3 ciclos. Ao final, estas amostras

foram processadas juntamente com a curva de calibracdo e

controles recém-contaminados.

4.4.FARMACOCINETICA

Os ensaios de farmacocinética foram realizados em ratos Wistar machos com peso
aproximado de 300 g. Estes permaneceram acondicionados no biotério da Faculdade de
Farmacia - UFG a temperatura ambiente (25 £ 2°C), com umidade relativa do ar entre 50
a 70% e monitoramento do ciclo claro-escuro a cada 12 horas. Durante todo o
experimento os animais receberam agua filtrada e racdo ad libittum. Utilizaram-se trés
animais para avaliacdo farmacocinética em cada via de administracdo proposta. Para a
via intravenosa, a dose de administracdo escolhida foi de 10 mg/kg, com adicéo de 25 pL
de DMSO, 10 pL de Tween 80 e o restante sendo completado com solucao fisiolégica. Ja
para a via oral, a dose de administracéo estabelecida foi de 60 mg/kg. Para obtencao de
solubilidade adequada, adicionou-se 200 uL de DMSO, 80 uL de Tween 80 e o restante
de solucao fisioldgica. Apos administracdo do preparado, os tempos de coleta de amostra
estabelecidos em ambas as vias foram: 5 min, 15 min, 30 min, 45 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h,
6h, e 24h. Tais pontos foram escolhidos com base na rotina do laboratorio responsavel
pela andlise dos animais, possibilitando a verificacdo farmacocinética. Os procedimentos
de manejo e cuidado foram realizados com base no Niehs Handbook for Investigators and
Technicians, do National Institute of Environmental Health Scienses (NIEHS), Estados
Unidos da América, de setembro de 2007, visando minimizar o sofrimento dos animais. A
experimentacdo ocorreu no Nucleo Integrado de Neurociéncias e Fisiologia
Cardiovascular (CPNFC) sob a responsabilidade do Prof. Dr. Gustavo Rodrigues Pedrino
e sua aluna de doutorado Lara Marques Naves. Todos 0s experimentos seguiram
criteriosamente o exigido pelo Comité de Etica no Uso de Animais (Protocolo n® 065/18).

A obtencdo dos paréametros farmacocinéticos foi realizada observando-se os perfis
individuais dos animais pertencentes aos grupos experimentais, divididos em tratamento

1 — ocorrendo a administracdo do resveratrol sem modificacbes e tratamento 2 —
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administrou-se o complexo RES-Y-CD. As médias dos parametros farmacocinéticos foram
calculadas apOs obtencdo das concentracdes nos respectivos tempos de coleta de
amostra, sendo os valores posteriormente plotados no software Winnolin Phoenix 64-8.1.
A fim de determinar qual o teste mais adequado para a analise estatistica, uma
verificacdo de normalidade foi realizada no software GraphPad Prism 5, utilizando as
médias das concentracdes obtidas na via oral e na intravenosa e as respectivas curvas de
concentragdo plasmatica x tempo. Em ambos os tratamentos, os resultados néo
passaram no teste de normalidade se encaixando no grupo dos ndo paramétricos. Diante
disso e levando em consideracao que o projeto dispbe de uma pequena amostra (n = 3)
com variagcédo anormal, o modelo compartimental que melhor se adequou ao experimento
foi o Mann-Whitney (BOROUJERDI, 2002; AMORIM et al., 2006). Foram mensurados 0s

seguintes parametros:

a) Meia Vida de Eliminacao (ti2): representa o tempo gasto para que a
Concentragcdo Plasmatica se reduza a metade. Foi obtido a partir da equacao:

0,693
k=
t1,

i

Onde k = representa as constantes de velocidade em geral.

b) Concentragdo Plasmatica Maxima (Cmax): € estimada a partir da curva de
concentracdo pelo tempo, onde (V) € a velocidade de transporte das substancias,
expressa em mg/min ou ml/min; (A) a quantidade do farmaco a ser transportado e

(K) a constante de velocidade:

V=K X4

c) Tempo para atingir a Concentragdo Plasmatica Maxima (Tmax): A taxa ou
velocidade a que um farmaco é absorvido determina 0 Tmax, caracterizado por ser o
tempo de maior concentracdo no sangue apos administracdo. Assim sendo, quanto

mais rapida a taxa de absorgéo, mais cedo sera atingido 0 Tmax.

d) Area Sob a Curva (AUCT): Num grafico de concentracdo plasmaética versus

tempo, a area sob a curva é considerada representativa da quantidade total de
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farmaco absorvido na circulacdo sistémica. E calculada através do método dos

trapezoides.

e) Volume Aparente de Distribuicdo (Vd): E obtido através da razdo entre a
concentracdo de farmaco administrada intravenosamente (dose administrada - D) e

a concentracdo de farmaco no sangue ou plasma (CP):
Va="/cp

f) Clearance (CL): A partir do conhecimento do ti2 e do Vd, o clearance pode

ser determinado da seguinte forma:

0,693 X Vd
ta,

3

T=

g) Biodisponilidade Absoluta e Relativa: A biodisponibilidade de uma
substancia deve ser conhecida e reprodutivel. Como a atividade farmacoldgica se
relaciona melhor com a quantidade de farmaco que atinge a circulacdo sanguinea
do que com a dose administrada, as concentracfes plasmaticas constituem um bom
indice de avaliacdo do efeito terapéutico. Por defini¢cdo, a biodisponibilidade de um
medicamento administrado por via intravenosa é de 100%, com a dose estando
totalmente disponivel no organismo. Para a obtencéo da biodisponibilidade absoluta,
utilizam-se os dados obtidos de area sob a curva na via oral (AUCpo) € na via
intravenosa (AUCy) bem como as doses administradas tanto na via oral (DOSEpo)

guanto intravenosa (DOSE)v), conforme a seguinte expressao:

AUCp, DOSEy
AUC, = DOSEs,

Jé para a obtencao da biodisponibilidade relativa, a expresséo de uso é:

AUCgres—y—cp

= 100
AUCres %

Onde AUCRges.-cp € a area sob a curva do complexo obtida na administracao
oral e AUCRres area sob a curva do produto sem modificacdes, também obtida pela

via oral.
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5. RESULTADOS

5.1.CARACTERIZACAO TERMICA

As analises ocorreram no Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico e

Inovacédo — CRTI.

5.2.DIFRACAO DE RAIOS-X

As medidas de difracao de raios-X (DRX) para o resveratrol (Figura 5) e para o RES-
y-CD (Figura 6) foram realizadas em um difratbmetro Bruker D8 Discover. Utilizou-se
radiacdo monocromatica de um tubo com anodo de cobre acoplado a um monocromador
Johansson para Kal operando em 40kV e 40mA, configuracdo Bragg-Brentano 6-26,
detector unidimensional Lynxeye, intervalo de 26 de 5° a 50°, com passo de 0,01°, em
rotacdo de 15 rpm durante a medida. Obteve-se o resultado a partir da soma de dezoito
medidas.

Analisando os difratogramas abaixo (Figuras 6 e 7), podemos observar que as
amostras apresentaram caracteristicas cristalograficas muito diferentes: o resveratrol puro
esta cristalizado, enquanto o complexo possui uma fase amorfa bem predominante. Na
Figura 6 o RES possui intensos picos de difracdo com intensidade de sinais superiores a
3000 counts.

Esses valores ndo se mantém quando se observam os picos obtidos pelo DRX do
RES-y-CD da Figura 7, que possuem valores maximos proximos a 1000 counts. Essa
reducdo da intensidade dos sinais, 0 aspecto amorfo do complexo e a consequente
reducdo do grau cristalino podem ser considerados provas indiretas de complexacéo,
sugerindo uma maior quantidade de compostos de inclusdo frente ao farmaco livre no
produto obtido (BERTACCHE et al., 2006).
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Figura 6: Difratograma de raios-X do resveratrol.
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Figura 7: Difratograma de raios-X do resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-y-
CD).
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5.3. ANALISE TERMICA DIFERENCIAL E TERMOGRAVIMETRICA

O termograma foi obtido pela andalise térmica diferencial e termogravimétrica (DTA-
TG), usando um equipamento Shimadzu DTG-60H. As medidas foram realizadas no
intervalo de temperatura de 25 a 400 °C, usando taxa de aquecimento de 10°C/min, fluxo
de nitrogénio de 100 mL/min e ar sintético 100 mL/min com cadinhos de platina de 70 pL.

E relatado em literatura que o resveratrol se mostra termicamente estavel até 240°C
com um pico endotérmico acentuado em aproximadamente 267°C, apresentando 50% de
perda de massa associada a sua fusdo (MENDES, 2011). Ja no complexo estudado,
observamos que a amostra se mantém estavel até 317,8 °C, atingindo seu apice em
349,98 °C e apresentando uma degradacao de massa de 78,13% a uma temperatura de
400°C.

No que tange a perda de massa, apesar de favorecer a complexa¢ao, o0 aumento de
temperatura também pode desestabiliza-la, com sua estabilidade térmica variando de
acordo com a molécula hospedeira. Observamos que a estrutura complexada (Figura 8)
apresentou uma degradacédo proporcionalmente maior dentro dos parametros analisados,
mostrando que, apesar da protecdo térmica da ciclodextrina se estender por uma faixa
mais extensa de temperatura, apos o rompimento desta barreira, a degradacdo ocorre de
maneira acentuada. A complexdo as ciclodextrinas representa um aumento significativo
na estabilidade térmica, permitindo se necessario, a utilizacdo do complexo em condi¢des
dréasticas de temperatura (SALTAO e VEIGA, 2011). As modificacdes relatadas sugerem a
complexo de inclusdo conforme metodologia proposta.

Figura 8: Analise térmica diferencial e termogravimétrica do resveratrol complexado com
ciclodextrina (RES-y-CD).
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5.4.VALIDACAO DA TECNICA ANALITICA EM HPLC-PDA

Para estabelecimento da exatiddo do método, deve-se obter o limite de variagédo e
da especificidade do mesmo além da sua linearidade. Para isso utiliza-se no minimo 9
(nove) determinacdes contemplando o limite de variacdo do procedimento, sendo: 3 (trés)
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada .

Os ensaios devem ser realizados um mesmo dia (exatidao intra-dia) e em dias
diferentes (exatidao inter-dias). Na Tabela 1 encontram-se os valores para cada ponto e
suas triplicatas, mostrando a precisao e exatidao obtidas dos controles de qualidade de
diluicdo (CQD), alto (CQA), médio (CQM), baixo (CQB) e para o limite inferior de
guantificacdo (LIQ). Todos os resultados ficaram dentro do que a legislagédo preconiza,
garantindo que o método seja preciso e exato.

Tabela 1: Parametros analiticos de validacdo (precisdo e exatidao intra e interdia), em
HPLC-PDA, para quantificacdo do resveratrol em plasma humano.

Nivel [ Jng/mL Lote Intradia Interdia
(n=5) (n=5)
Precisao Exatidao Precisao Exatidao
(CV%) (%) (CV%) (%)
1 6,42 96,00
LIQ 0,05 2 0,75 119,60 2,64 111,73

3 0,75 119,60
1 9,99 106,67

CQB 0,15 2 11,54 95,60 9,76 100,58
3 7,76 99,47
1 14,57 94,77

CQM 2,0 2 7,42 99,66 9,80 98,03
3 7,42 99,66
1 13,44 90,33

CQA 4,0 2 5,99 100,85 9,37 97,51
3 8,68 101,36
1 9,09 94,88

CQD 7,0 2 6,16 111,67 6,99 101,58
3 5,72 98,21

A fim de garantir a estabilidade no decorrer de todo o estudo, calculou-se o desvio
entre o valor tedrico e o experimental encontrado em diferentes processamentos. Apos
secagem, o aspecto do produto voltou a ser um pé fino e branco. Observou-se que em
100% do p6 obtido na complexagcdo, apenas 14,49% de resveratrol se encontrava
complexado, sendo essa proporcionalidade considerada para os testes de RES-Y-CD.
Nota-se na Tabela 2 que a estabilidade foi garantida e permaneceu dentro dos critérios

exigidos.

47



Tabela 2: Perfil de estabilidade do analito resveratrol sob diferentes condi¢cdes de
processamento do plasma humano adicionado, em analise por HPLC-PDA.

[ 1 Nominal [ ] Experimental

Estabilidade Desvio (%)

pug/mL pug/mL
Curta duracdo 0.15 014 8,17
4 3,77 -5,68
Longa duracao 0.15 0.15 0.0
4 4,30 7,55
Ciclos de 0,15 0,16 6,08
congelamento/descongelamento 4 4,01 0,02

A Figura 9 apresenta a curva de calibracdo para a analise do resveratrol, que se

mostrou satisfatoria com coeficiente linear (r2= 0,99343).

Figura 9: Curva de calibracdo em plasma humano para quantificacdo de resveratrol
utilizando HPLC-PDA.
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5.5.FARMACOCINETICA

5.6.VIA INTRAVENOSA

Para o estudo intravenoso (1V), o volume administrado foi de 0,1 mL com uma dose
de 10 mg/kg por animal. Logo ap6s administragcdo, o farmaco comegou a ser prontamente
absorvido e metabolizado, possibilitando a determinacdo do seu perfil de concentracéo
pelo tempo. Devido a caracteristica lipossoluvel e elevada afinidade pela proteina

albumina, o processo de distribuicdo do resveratrol pelos tecidos ocorre por transporte
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passivo e proteina carreadora, com eliminacdo sendo auxiliada potencialmente pela bile e
urina (ZHONG LU et al., 2009).

Na Tabela 3, se encontram listados todos os parametros farmacocinéticos
submetidos a avaliagdo juntamente com seus erros padrdes da média e o P valor para

verificacdo de relevancia estatistica.

Tabela 3: Parametros farmacocinéticos para o resveratrol (RES) e o resveratrol
complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos apdés administracdo IV em ratos

Wistar machos (n = 3).

Legenda: t1/2 — Meia vida de eliminagdo; Tmax — Tempo de maxima concentra¢éo; Cmax — Concentragdo

ADMINISTRACAO RES RES-Y-CD P valor
INTRAVENOSA Média + EPM Média + EPM

t1/2 (min) 6,74 £ 3,02 0,95+ 0,27 0,1797

Tmax (min) 8,33 + 3,33 50+0,0 0,9350

Cmax (ug/imL) 0,96 + 0,48 754+13 0,0260*

AUCall (hrgpgimLy) 1,79+£0,24 2,51+0,78 0,4699

AUCinf (hrgug/mLy) 1,88 + 0,61 2,4 +£0,82 0,5887

VZobs (mg/({ug/mL})/kg) 46,01 £ 8,79 7,99 + 3,43 0,4848

CLobs (mg/({ug/mL})/kg) 6,95 + 2,66 506+1,31 0,8182

plasmatica maxima obtida (Cmax); AUCai— Area sob a curva total; AUCini— Area sob a curva de concentracio

vs tempo total; VZobs— Volume de distribui¢cdo; CLobs— Clearance total.

Estudos farmacocinéticos tém sido realizados visando fornecer informacdes sobre a
absorcao, metabolismo e biodisponibilidade do resveratrol. S&o unanimes os relatos de
como a forma inalterada se distribui na circulacéo sistémica, resultando apenas em tracos
no plasma, sendo rapidamente eliminado do sangue. ApOs essas caracteristicas e
analisando os modelos farmacocinéticos disponiveis, o que melhor caracterizou as
analises foi 0 monocompartimental, que evidencia distribuicfes instantdneas seguidas por
uma rapida queda da concentracdo (BREWSTER E LOFTSSON, 2007). Por apresentar
uma meia vida de eliminagdo no organismo muito curta (x 8 a 14 min) e ser
extensivamente metabolizado pelo organismo, a analise dos parametros farmacocinéticos
guando potenciais solu¢gbes sdo propostas se tornam essenciais para verificacdo de
resultado. Dos parametros farmacocinéticos basicos que caracterizam a exposicao
sistémica total, destaca-se a concentracdo plasmética maxima obtida (Cmax), 0 tempo de

meia vida de eliminagéo (t1/2) e a area sob a curva (AUC), auxiliando na representacao
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da biodisponibilidade do produto, seu volume de distribuicdo e a taxa de eliminacdo no
organismo em estudo. Tais informacfes também auxiliam na determinacdo da frequéncia
e aplicabilidade da dosagem e via de administracéo escolhidos (VILLANO, TRONCOSO E
MOYA 2007; ZHONG et al., 2009). Partindo desse parametro e frente as analises
estatisticas obtidas, podemos observar que apesar do cuidado no manejo dos animais,
elaboracao do conjugado e realizagédo dos testes, os desvios padrfes se mostraram muito
consideraveis, motivando valores estatisticos tdo variaveis. Na Figura 10 observamos que
a ti2 apresentou uma tendéncia de alteracdo e atribui-se tal mudanca ao aumento da
solubilidade proporcionado pelo complexo de inclusédo, o que consequentemente melhora
a distribuicdo e eliminagdo da substancia, diminuindo o tempo dessas etapas no
organismo. Seguindo a mesma argumentacédo, justifica-se a diminuicdo no tempo de
maxima concentracao apresentado pelo complexo.

Apesar de ndo relevancia estatistica, observa-se a propensdo de alteracdo nos
tempos de meia-vidas de eliminacéo obtidos. Enquanto o tempo do resveratrol in natura
corrobora com o encontrado em artigos, o complexado passa pelo mesmo processo em
metade desse periodo. De acordo com a literatura, as ciclodextrinas melhoram a
capacidade de absorcao e solubilidade do farmaco hdspede. Isso se deve a presenca de
hidroxilas livres na parte externa das CDs conferindo as estruturadas carater hidrofilico e
possivelmente fundamentando a diferenca de ti2 encontrado entre as formulacdes
(CALABRO, DONATO e RANERI, 2004). E interessante observar que o erro padrédo da
meédia foi menos proeminente na estrutura complexada, demonstrando a uniformidade da

metodologia de complexacéo.

Figura 10: Analise da meia-vida de eliminacdo e tempo para atingir concentracdo na via
intravenosa para o resveratrol (RES) e o resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-

y-CD), obtidos apés administracédo IV em ratos Wistar machos (n = 3).
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Unico item com relevancia estatistica, a concentracdo maxima apresentada na
Figura 11 apresentada pelo RES-Y-CD foi seis vezes maior do que o melhor resultado
exibido pelo resveratrol in natura. A cinética de liberacdo confirma que o perfil
farmacocinético é modificado pela presenca da ciclodextrina no meio. Tal resultado se
mostra positivo confirmando a capacidade que a metodologia possui de intensificar de
maneira expressiva a quantidade de resveratrol disponivel para aplicacdo e consequente

atividade in vivo.

Figura 11. Andlise da concentracdo maxima observada na via intravenosa para o
resveratrol (RES) e o resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos apds
administracao i.v. em ratos Wistar machos (n = 3).
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Parametro de grande relevancia frente a atividade cinética, a area sob a curva
funciona como um indicador da biodisponibilidade de um farmaco ou da quantidade total
de metabdlitos presentes no organismo. TOZER e ROWLAND, 2009 definem que area
sob a curva nada mais € do que a concentracdo total do farmaco obtida a partir das
concentracfes médias de cada tempo avaliado. O que difere as andlises observadas na
Figura 12 é que a primeira (AUC) leva em consideragdo as concentracfes obtidas
somente nos pontos de coleta enquanto a segunda (AUCInf) calcula a concentracéao até a
completa eliminagdo da droga. Em ambos os casos, apesar da nédo relevancia estatistica,
a tendéncia é de melhora na biodisponibilidade do produto complexado, se apresentando
em ambos 0s casos superior ao resveratrol. A partir das caracteristicas de migracdo dos
farmacos observa-se uma tendéncia em uma biodisponibilidade aumentada com a
utilizagdo do complexo, efetivando a relagcdo entre sua dose e a intensidade de acéo
(RANG et al., 2012).
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Figura 12: Analise das areas sob as curvas observadas na via intravenosa para o
resveratrol (RES) e o resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos apds

administracao i.v. em ratos Wistar machos (n = 3).
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O volume de distribuicédo (Vz) observado em estudo demonstrou a capacidade que o
resveratrol ndo complexado possui de permanecer distribuido no organismo por um maior
periodo, devido ao sua lipossolubilidade mais acentuada. FArmacos com caracteristicas
lipossoluveis tendem a sofrer melhor absor¢cdo enquanto os hidrossolUveis séao facilmente
excretados. Apesar do uso de ciclodextrina agir de maneira tdo acentuada no volume de
distribuicdo, o mesmo ndo ocorre ao analisarmos o clearance (CL) das amostras. Com
depuracdo extremamente préxima em ambos 0S casos, 0 uso nao ciclodextrina nao

apresentou potencial beneficio nesse parametro como demonstrado na Figura 13 abaixo.

Figura 13: Analise do volume de distribuicdo e do clearance observados na via
intravenosa para o resveratrol (RES) e o resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-

y-CD), obtidos apds administracdo IV em ratos Wistar machos (n = 3).
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Vale ressaltar que a absorcdo das CDs pelas membranas celulares é quase
insignificante, gracas a sua elevada massa molecular e a limitada absorgéo
gastrointestinal nesses casos, nao influenciando nos resultados. Existe consideravel
variabilidade interindividual na biodisponibilidade do resveratrol, o que pode causar
respostas fisioldgicas inconsistentes entre individuos e limitar a aplicabilidade da

proposta.

5.6.1. VIA ORAL
Para o estudo por via oral, o volume administrado foi de 1 mL com uma dose de 60

mg/kg por animal. O resveratrol é relativamente bem absorvido através do intestino
delgado, com o seu carater ndo polar permitindo que a absor¢do ocorra por difusao,
sendo transportado através do epitélio intestinal. O metabolismo do resveratrol resulta em
guantidades relativamente pequenas no plasma dificultando a entrega a outros tecidos.
Entretanto, quando complexado de maneira a melhorar a sua dissolucdo, a area de
superficie para a absorcao intestinal aumenta, melhorando também suas propriedades de
acdo que sdo dose-dependentes (CALABRO et al., 2004). Na Tabela 4, se encontram
listados todos os parametros farmacocinéticos submetidos a avaliacdo juntamente com

seus erros padrdes da média e o P valor para verificacdo de relevancia estatistica.

Tabela 4: Pardmetros farmacocinéticos para o resveratrol (RES) e o resveratrol
complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos apds administracdo p.o. em ratos

Wistar machos (n = 3).

ADMINISTRACAO RES RES-Y-CD P valor
ORAL Média =+ EPM Média =+ EPM

t1/2 (min) 7,73 +2,49 2,52+0,71 0,4848

Tmax (min) 8,33+ 3,33 13,33 £3,33 0,8068

Crmax (ug/mL) 534+2,73 9,08 + 7,65 0,9372

AUCall (hrug/mLy) 1,96 + 0,31 3,74 +£2,13 0,4848

AUCinf (hrgug/mLy) 2,06 £ 0,29 3,57 +£2,05 0,5887

VZobs (ma/({ug/mL})kg) 349,69 + 127,57 120,99 + 72,16 0,8182

CLobs (mg/(fug/mL)/kg) 30,18 £ 3,95 39,00 + 23,34 0,9372

Legenda: t1/2 — Meia vida de eliminagdo; Tmax — Tempo de maxima concentracdo; Cmax — Concentragdo
plasmatica maxima obtida (Cmax); AUCai— Area sob a curva total; AUCin— Area sob a curva de concentracio

vs tempo total; VZobs — Volume de distribui¢éo; CLobs— Clearance total.
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Observa-se que a formacdo dos complexos de inclusdo auxilia na absorcdo e
metaboliza¢cdo do resveratrol, incrementando a solubilidade, dissolugéo, molhabilidade e
permeabilidade do farmaco. Observando a Figura 14 referente ao tempo de meia vida de
eliminacdo das formulacdes propostas, podemos corroborar essa acao. O tiy2 médio do
produto complexado foi um ter¢co menor que o do resveratrol in natura e esse acentuado
decaimento é justificado pela complexagéao a y-CD e o caréater hidrofilico a ele conferido
Isso se deve a presenca de hidroxilas livres na parte externa das CDs (RANG et al.,
2012). O tempo de maxima concentracdo esta diretamente relacionado a absorcéao,
metabolismo, ligacdo as proteinas plasmaticas e, no caso de administrado por via oral, ao
efeito de primeira passagem. Podemos observar uma propensao ao aumento desse
parametro no complexo, mesmo que a ligacdo as proteinas e o metabolismo ocorra de
maneira mais intensa, 0 tempo necessario para se alcancar o apice dessa referéncia
acaba sendo maior.

Esse aspecto provavelmente ocorre pela protecdo conferida pela ciclodextrina ao
resveratrol, bloqueando a acdo do efeito de primeira passagem e retardando o0 processo.
Apesar da busca em melhorar esses parametros através da complexacdo com a
ciclodextrina e de burlar a intensidade dos efeitos negativos dessas etapas, observa-se
gue os resultados apresentados tanto do produto natural quanto do complexado nao

demonstraram diferenca significativa, compativeis aos relatados em outros estudos.

Figura 14: Analise da meia-vida de eliminagcédo e tempo para atingir concentracdo maxima
para o resveratrol (RES) e o resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-y-CD),

obtidos apds administracédo p.o. em ratos Wistar machos (n = 3).
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Diferentemente do que foi observada na via intravenosa, a Figura 15 demonstra que
a concentracdo maxima obtida pela via oral ndo s6 ndo apresentou diferenca estatistica
como também a probabilidade de significancia mais alta de todo o trabalho. Mesmo que
as propriedades das ciclodextrinas anteriormente mencionadas tém demonstrado
eficiéncia como formas farmacéuticas de entrega especifica, elas foram incapazes de
evitar o efeito de primeira passagem, tendo sua concentracao significativamente reduzida
e até mesmo inativada pelo figado antes de atingir a circulacdo sistémica em

concentracao terapéutica aceitavel.

Figura 15: Analise da concentragdo maxima para o resveratrol (RES) e o resveratrol
complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos apds administracdo p.o. em ratos
Wistar machos (n = 3).
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De todos os critérios analisados, 0os que mais apresentaram similaridade nos
resultados obtidos foram os das areas sob a curva. Nota-se na Figura 16 que em ambos
0s casos, 0 RES-Y-CD foi superior ao resveratrol ndo modificado. Ainda que a relevancia
estatistica ndo tenha sido observada, é perceptivel como a complexacéo do resveratrol a
ciclodextrina exacerbou a taxa e a extensdo do principio ativo na circulagéo,
demonstrando que, a pesar de ainda ser necessario aperfeicoamentos, a metodologia
oferece beneficios.

Vale ressaltar mais uma vez que devido ao pequeno numero de amostras e a
grande variabilidade inerente aos individuos, os erros apresentados foram significativos.
Acredita-se que se a amostragem fosse maior e a variabilidade fisiol6gica dos individuos

fosse atenuada, os resultados se mostrariam mais positivos e estatisticamente relevantes.
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Figura 16: Andlise das areas sob as curvas para o resveratrol (RES) e o resveratrol

complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos ap0s administragdo p.o. em ratos

Wistar machos (n = 3).
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Observamos na Figura 17 que o volume de distribuicdo tem padrdo semelhante ao

da via oral. Entretanto, diferentemente do que ocorreu na primeira administracao, o

clearance observado foi maior nessa via. Acredita-se que a hidrossolubilidade melhorada

pelo uso da ciclodextrina tenho surtido efeito como esperado, facilitando a excrecdo do

farmaco. Ainda assim, tal mudanca ndo foi o suficiente para verificacdo de melhora

estatistica.

Figura 17: Analise do volume de distribuicdo e do clearance para o resveratrol (RES) e o

resveratrol complexado com ciclodextrina (RES-y-CD), obtidos ap6s administracéo p.o.

em ratos Wistar machos (n = 3)..
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5.6.2. BIODISPONILIDADE ABSOLUTA E RELATIVA

Em consonancia aos resultados ja observados, encontramos as seguintes

biodisponibilidades absolutas para o resveratrol:

AUCpo  DOSEy | 206 10 _ . .. ...
AUCyp ~ DOSEsg 1,88 T 60 - 0o 0o

E para o resveratrol complexado:

AUCpo  DOSEy 357 10 _ . .0 .
% —_— =
AUCy ' DOSEsg 24 60 /270 owemed

A Resolucdo ANVISA n° 898, de 29 de Maio de 2003 (Brasil, 2003) estabelece que
aumentos superiores a 20% da média de referéncia asseguram dados estatisticamente
importantes. Observa-se que 0 aumento proporcional entre as duas formulacdes foi de
35,52%, demonstrando forte indicio de como a presenca de ciclodextrina aprimora o

comportamento do resveratrol.

Para a biodisponibilidade relativa, temos:

AUCges—y—cp .

X 100% —
AUCpes %= 3086

X 100=173%

Partindo da mesma resolucao, a equidade estatistica ocorre quando este intervalo
de confianca estd compreendido entre 80 e 125%. Como o valor obtido foi de 173%,
sugere-se que 0 uso do excipiente ndo sO protegeu como beneficiou a dissolugcdo do
resveratrol no meio, intensificando seu alcance e acdo através da formulagéo.

Mesmo nao apresentando uma diferenca estatistica entre o0s grupos de
administracdo oral (Figura 16), observa-se uma tendéncia clara de melhora na
biodisponibilidade do complexo na formulacdo. Essa propenséo fica evidente observando-
se a razdo das duas éareas sob a curva, como descrito acima. A alta variabilidade

observada nos resultados pode ser explicada pela utilizagdo de um numero reduzido de
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animais, realizado por motivos éticos. Essa alta variabilidade pode ter influenciado
diretamente o teste estatistico aplicado (Mann-Whitney), resultando na ndo observancia
de diferencas estatisticas.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo descreve o desenvolvimento e a validacdo completa de um
método bioanalitico simples, sensivel e custo-eficiente utilizando HPLC para a
determinacdo de resveratrol em plasma de ratos, de maneira seletiva, exata e precisa.
Apo6s a analise dos resultados finais obtidos, acredita-se que ocorreu um aperfeicoamento
na utilizacdo do resveratrol, possibilitando novos possiveis usos, melhorando a
solubilidade e disponibilidade do produto final.

Os valores de F% e FR% do resveratrol foram bastante superiores para formulacao
RES-y-CD, demonstrando melhor biodisponibilidade absoluta e relativa do que o
resveratrol dissolvido em DMSO. Conclui-se que a incorporacao do resveratrol em hidroxi-
y-ciclodextrina é promissora para aumentar a biodisponibilidade do resveratrol, podendo
melhorar a sua eficacia.

Entretanto, o questionamento que fica €: aumentando-se o0 numero de animais
testados, seria possivel verificar uma relevancia estatistica significante nos demais
parametros farmacocinéticos? Para um produto com baixa biodisponibilidade como é o
caso do resveratrol, o quéo significativo é a melhora observada? Isso viabilizaria o seu
uso em larga escala? O volume de dados obtidos nesta pesquisa ndo responde a tais

indagacdes, mas servem de fomento para novos estudos e possibilidades.

59



7. REFERENCIAS

ALI, Kashif. Metabolic constituents of grapevine and grape-derived products.
Phytochemistry Reviews. 9° edicéo. 2010.

AMORIM, Vivian. Marta Schmidt Lima; Marilisa Berti de Azevedo Barros; Chester Luiz
Galvao César. Fatores associados a nao realizacdo do exame de Papanicolaou: um
estudo de base populacional no municipio de Campinas. Sao Paulo, Brasil. Caderno
de Saude Publica. v. 22. Nov. 2006.

ARANGOA, Michael, Ponchel, Renedo; Duchéne D., Irache, J. Bioadesive potential of
gliadin nanoparticulate systems. European Journal Pharmacy Science. 11° edicao.
2000.

BASTOS, Deborah; Marcelo M. Rogero; José Alfredo G. Aréas. Mecanismos de acao de
compostos bioativos dos alimentos no contexto de processos inflamatorios
relacionados a obesidade. Departamento de Nutricdo, Faculdade de Saude Publica.
Dissertacdo. 2009.

BAUR-SINCLAIR. Therapeutic potential of resveratrol: the in vivo evidence. Nature
Reviews Drug Discovery. 542 Ed. 2006.

BELLO, A. Estresse oxidativo e antioxidantes. Porto Alegre: Editora Ulbra, 2002 p.49-
61.

BERTACCHE, Vittorio; Natascia Lorenzi, Donatella Nava, Elena Pini, Chiara Sinico.
Host—Guest Interaction Study of Resveratrol With Natural and Modified
Cyclodextrins. Journal of inclusion phenomena and macrocyclic chemistry. v.55. 2006.

BRASIL, 2012. Conselho Nacional de Saude. Resolucéo da Diretoria Colegiada n° 27, de 17
de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Dispde sobre 0s requisitos
minimos para a validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins
de registro e pos-registro de medicamentos. Brasilia: Diario Oficial da Unido, 2012.

BREWSTER AND LOFTSSON. Cyclodextrins as pharmaceutical solubilizers.
Advanced Drug Delivery Reviews. v. 59. 2007.

BOROUJERDI, Michael. Pharmacokinetics principles and applications. Mc Graw-Hill,
2002.

BROWNSON, D.M.; Nicolas, G.A.; Fuqua, B. K.; Dharmawardhane, Su, F.; Mabry, T. J.
Flavonoid effects relevant to cancer. Journal Nutrition. v. 132. 2002.

CALABRO. Tommasini, Pedro Donato, Daniel Raneri. Effects of a- and B-cyclodextrin
complexation on the physico-chemical properties and antioxidant activity of some
3-hydroxyflavones. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 35. 2004.

CERQUEIRA, Fernanda Menezes; Marisa Helena Gennari de Medeiros e Ohara Augusto.
Antioxidantes Dietéticos: Controvérsias E Perspectivas. Quimica Nova. v. 30. 2007.

COIMBRA, Maria; Benedetta Isacchi, Louisvan Bloois, Javier Sastre Torano, AldoKet
Xiaojie Wu, Femke Broere, Josbert M.Metselaar, Cristianne J.F.Rijcken, GertStorm, Rita
Bilia, Raymond M.Schiffelers. Improving solubility and chemical stability of natural
compounds for medicinal use by incorporation into liposomes. International Journal
of Pharmaceutics. v.416. 2011.

60


https://link.springer.com/journal/10847
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#bbib2
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517311000871?via%3Dihub#!

COUNET, Christine; Delphine Callemien and Sonia Collin. Chocolate and cocoa: New
sources of trans-resveratrol and trans-piceid. Food Chemistry. v.98. 2006.

CZAPLICKI, Sulwester. Chromatography in Bioactivity Analysis of Compounds.
INTECH. 2014.

DJOKO, Bambang; Robin Yan, Jia-Jen Shee Chiou and Yi-Wen Liu. Characterization of
Immunological Activities of Peanut Stilbenoids, Arachidin-1, Piceatannol, and
Resveratrol on Lipopolysaccharide-Induced Inflammation of RAW 264.7
Macrophages. Journal of agricultural and food chemistry. v.55. 2007.

DORNAS, Willian; Oliveira, Tincler; Rodrigues-Das-Dores, Raphael. Flavonoides:
Potencial Terapéutico No Estresse Oxidativo. Revista De Ciéncias Farmacéuticas
Bésica E Aplicada, v.28. Jun. 2009.

DRUNKLER Deisy Alessandra, Roseane Fett, Marilde T. Bordignon Luiz. Polimeros De
Ciclodextrina: Caracteristicas, Formacdo De Complexos De Inclusdo E Aplicacfes
Industriais. Boletim do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos. v. 17. 2009.

FARMACOPEIA EUROPEIA, 9° Edicdo. 2017.
FREMONT, Lucie. Biological efects of resveratrol. Life Sciences, v.66. 2000

GAMBINI Juan, Marta Inglés, Gustav Olaso, Raul Lopez-Grueso. Properties of
Resveratrol: In Vitro and In Vivo Studies about Metabolism, Bioavailability, and
Biological Effects in Animal Models and Humans. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity. v.2015. 2015.

GBD ALCOHOL COLLABORATORS, Alcohol use and burden for 195 countries and
territories, 1990-2016: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study
2016. Lancet. v.392. 2018.

GONCALVES Daniel. Development of a liquid chromatography assay for the
determination of opicapone and BIA 9-1079 in rat matrices. Biomedical Chromatography.
162 Ed. 2016.

GUEDES Francimary de Lima, Geisiane Maria Cavalcante Alves, Fabiana Licia Araujo
dos Santos, Larissa Fantini de Lima, Larissa Aradjo Rolim, Pedro José Rolim Neto.
Ciclodextrinas: como adjuvante tecnolUgico para melhorar a biodisponibilidade de
farmacos. Tecnologia Farmacéutica. v140. 2008.

KIM David, Jung YJ, Lee Jhefrey, Lee Kang and Lee Sebastian. SIRT1 activation by
resveratrol ameliorates cisplatin-induced renal injury through deacetylation of p53.
American Journal of Physiology-Renal Physiology. v.48. 2011.

LAMATTINA, Jordan; Golan, David. Farmacocinética. Principios de farmacologia: a
base fisiopatoldgica da farmacoterapia. 2°Edi¢do. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2009.

LANNQY, Inés. Pharmacokinetics. Biochemical Pharmacology. v.87. 2014.
Transactions. v.35. 2007.

LASTRA , Catalina Alarcén de la and Isabel Villegas. Resveratrol as an antioxidant and
pro-oxidant agent: mechanisms and clinical implications. Biochemical Society

LEAL, Juliane Barroso; Ferdinando Oliveira Carvalho; Daniela Caetano Gongalves; Jucara
Barroso Leal; Gabriela Chamusca Lopes Da Silva; Luiz Carlos Carnevali Junior; Ana Lucia
Hoefel. Resveratrol: composicado quimica e beneficios a saude. Revista Brasileira de
Obesidade, Nutricdo e Emagrecimento. v.11. 2017.

61


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605005637#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605005637#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814605005637#!
https://pubs.acs.org/author/Djoko%2C+Bambang
https://pubs.acs.org/author/Chiou%2C+Robin+Y-Y
https://pubs.acs.org/author/Chiou%2C+Robin+Y-Y
https://pubs.acs.org/author/Liu%2C+Yi-Wen
https://revistas.ufpr.br/alimentos
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24055064
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24055064
http://www.biochemsoctrans.org/content/35/5/1156
http://www.biochemsoctrans.org/content/35/5/1156

LEWANDOWSKA, Urszula; Karolina Szewczyk, Elzbieta Hrabec, Anna Janecka, and
Sylwia Gorlach Overview of Metabolism and Bioavailability Enhancement of
Polyphenols. American Chemical Society. v.61. 2013.

LIANG, Yuejin; Zuliang Jie, Lifei Hou, Renan Aguilar-Valenzuela, David Vu, Lynn Soong
and Jiaren Sun IL-33 Induces Nuocytes and Modulates Liver Injury in Viral Hepatitis. The
Journal of Immunology. V190. 2013.

LIU, Peng; Liang, Hang Xia, Qiang Kong, Resveratrol Induces Apoptosis Of
Pancreatic Cancers Cells By Inhibiting Mir-21 Regulation Of Bcl-2 Expression.
Clinical And Translational Oncology. v.15. 2013

LUCERI, Cristina; Giovanna Caderni; Anna Sanna; Piero Dolara. Red wine and black tea
polyphenols modulate the expression of cycloxygenase-2, inducible nitric oxide
synthase and glutathione-related enzymes in azoxymethane-induced F344 rat colon
tumors. Journal Nutrititon, v. 132. 2002.

LYONS, Mark. Resveratrol in raw and baked blueberries and bilberries. Journal of
Agricultural Food Chemistry. v. 51. 2003.

MACEDO, Gabriela; Vania Battestin; Luis Matsuda. Fontes e aplicacdes de taninos e
tanases nos alimentos. Alimentos e Nutricdo. v.15. 2016.

MALDANER, Liane, Carol Collins e Isabel Jardim. Modern stationary phases for
reversed phase high performance liquid chromatography. Quimica Nova. V. 33. 2010.

MARTINS, Pamela. Polifendis no vinho: resveratrol e seus beneficios. Infarma,
Ciéncias Farmacéuticas. v28. 2016.

MENDES, Jessica Bitencourt Emilio. Desenvolvimento e avaliacdo de microparticulas
poliméricas contendo resveratrol. Universidade Estadual De Ponta Grossa. 2011.

NIEHS. Niehs Handbook for investigators and technicians of National Institute of
Environmental Health Scienses. 2011. Disponivel em <https://www.niehs.nih.gov/>.
Acesso em Marcgo 2019.

NEMEN, Daiane and Elenara Senna. Preparacdo e caracterizacdo de suspensdes
coloidais de nanocarreadores lipidicos contendo resveratrol destinados a
administracdo cutanea. Quimica Nova. 342 Ed. 2010.

OLIVEIRA, Rita. Ciclodextrinas: formacdo de complexos e sua aplicacéo
farmacéutica. Revista da Faculdade de Ciéncias da Saude. v.70. 2009.

PAIXAO, Francijane Ferreira. Avaliacdo da genotoxicidade do capsiate
(Capsicumannuum) e resveratrol suplementados em ratos wistar através do teste
de micronucleo. Dissertacdo. Faculdade Unoeste. 2014.

PAULO, Luisa Alexandra Serrano. Determinacdo dos Teores de Resveratrol em
Vinhos Tintos com Denominacdo de Origem Controlada Beira Interior e Avaliagéo
das suas Propriedades Antimicrobianas. Dissertacdo. Faculdade da Beira Interior.
2011.

PRATA, Mariana Nathué Lobo. Agéo anti-inflamatéria do resveratrol na melhora das
complicacfes cronicas causadas pelo Diabetes Mellitus. Dissertacdo. UFMG. 2015

PROVIDENCIA, Rui; Protecdo Cardiovascular por Bebidas Alcodlicas: Bases
Cientificas do Paradoxo Francés. Revista Portuguesa de Cardiologia. n® 25. 2006.

RAMIREZ, Maria Rosana. Analise quimica e avaliacdo das atividades bioldgicas e
comportamentais de extratos de frutas ricas em compostos fendlicos (mirtilo e
amora-preta). Tese. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 2008.

62


javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
http://tede2.uepg.br/jspui/browse?type=author&value=Mendes%2C+Jessica+Bitencourt+Emilio
https://www.niehs.nih.gov/

RANG, Humphrey Peter, DALE, M.M., James M. Ritter, James M. Ritter, Rod J. Flower,
Graeme Henderson Farmacologia. 72 Ed. Rio De Janeiro: Elsevier, 2012.

RAUF, Abdur; Muhammad Imran, Masood Sadigq Butt, Muhammad Nadeem, Dennis G.
Peters & Mohammad S. Mubarak. Resveratrol as an anticancer agent: a review. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition. v.258. 2016.

RAWAT, Swat; JAIN, Sanjay. Solubility enhancement of celecoxib using B-
cyclodextrin inclusion complexes. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics. v. 57. 2004.

RDC n°® 27, de 17 de Maio de 2012. DispBe sobre o0s requisitos minimos para a
validacdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos com fins de registro e
pés-registro de medicamentos. Orgdo emissor: ANVISA - Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéaria. Disponivel em:
<http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0027_17_05_2012.html>.
Acesso em: 10 de Abril de 2019.

RDC n° 898, de 29 de Maio de 2003. Guia para planejamento e realizacdo da etapa
estatistica de estudos de biodisponiblidade relativa/bioequivaléncia. Orgdo emissor:
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Disponivel em: <
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RE_898 2003 _.pdf/ec99f246-b668-
497d-b1ff-822529d9a348 >. Acesso em: 14 de Abril de 2019.

REGE, Shraddha; Thangiah Geetha,Gerald Griffin and Tom Broderick. Neuroprotective
effects of Resveratrol in Alzheimer Disease Pathology. Frontiers in Aging
Neuroscience. Ed. 218. 2014.

RIFICI, Vicent; Schneider, Stephen; Khachadurian, Avedis. Lipoprotein oxidation
mediated by J774 murine macrophages is inhibited by individual red wine. Boletim
do Centro de Pesquisa de Processamento de Alimentos. v. 22, 2002.

SADOVOQOY, Vladimir; Arcadiy Silantyev, Magomed Selimov, Tatiana ShchedrinaAn
examination of chemical composition and molecular properties of grape berry skin
flavonoids, Food Nutrition. Science. 22 Ed. 2011.

SALIPIRA, K. L.; Mamba, B. B. Krause, R. W.; Malefetse, T. J.; Durbach, S. H. Carbon
Nanotubes And Cyclodextrin Polymers For Removing Organic Pollutants From
Water. Environmental Earth Sciences. v. 5, 2006.

SALTAO Rui and VEIGA, Francisco. Ciclodextrinas em novos sistemas terapéuticos.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. v. 37. 2001.

SANTOS , Fernanda. New delivery systems to improve the bioavailability of resveratrol.
Expert Opinion on Drug Delivery. 8 2 Ed. 2011.

SARUBBO, Fabian; Esteban Sanchez; Aida Miralles, David Moranta. Effects of
resveratrol and polyphenols on sirtl: relevance to brain function during. Current
Neuropharmacology. v. 15. 2017.

SAUTTER, Claudia; Sandra DENARDIN, Audrei O. ALVES, Carlos A. MALLMANN, Neidi
G. PENNA, Luisa H. HECKTHEUER. Determinac&o De Resveratrol Em Sucos De Uva
No Brasil. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. v. 25. 2005.

SEFORA-SOUSA, Maria and De Angelis-Pereira. Mecanismos Moleculares De Acéo
Anti-Inflamatéria E Antioxidante De Polifendis De Uvas E Vinho Tinto Na
Aterosclerose. Revista Brasileira de Plantas Medicinais. v.15. 2013.

SEGUIN, Johanne; Laura Brullé, Renaud Boyer, Yen Mei, Lu Miriam, Ramos Romano,
Yasmine S.Touil, Daniel Scherman, Michel Bessodes, Nathalie Mignet, Guy G.Chabot.

63


https://www.tandfonline.com/author/Rauf%2C+Abdur
https://www.tandfonline.com/author/Imran%2C+Muhammad
https://www.tandfonline.com/author/Butt%2C+Masood+Sadiq
https://www.tandfonline.com/author/Nadeem%2C+Muhammad
https://www.tandfonline.com/author/Peters%2C+Dennis+G
https://www.tandfonline.com/author/Peters%2C+Dennis+G
https://www.tandfonline.com/author/Mubarak%2C+Mohammad+S
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0027_17_05_2012.html
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RE_898_2003_.pdf/ec99f246-b668-497d-b1ff-822529d9a348
http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2718376/RE_898_2003_.pdf/ec99f246-b668-497d-b1ff-822529d9a348
https://www.researchgate.net/profile/Thangiah_Geetha
https://www.researchgate.net/profile/Gerald_Griffin
https://www.researchgate.net/profile/Tom_Broderick
https://www.researchgate.net/journal/1663-4365_Frontiers_in_Aging_Neuroscience
https://www.researchgate.net/journal/1663-4365_Frontiers_in_Aging_Neuroscience
https://revistas.ufpr.br/alimentos
https://revistas.ufpr.br/alimentos
https://link.springer.com/journal/12665
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SEFORA-SOUSA,+M.
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=DE+ANGELIS-PEREIRA,+M.C.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378517313001014?via%3Dihub#!

Liposomal encapsulation of the natural flavonoid fisetin improves bioavailability
and antitumor efficacy. International Journal of Pharmaceutics. v.444. 2013.

SOO, Ernest; Sachin Thakur, Zhi Qu; Siddharth Jambhrunkar. Enhancing delivery and
cytotoxicity of resveratrol through a dual nanoencapsulation approach. Journal of
Colloid and Interface Science. v.60. 2015.

SOUZA, Sabrina Ambrésio De Lima; Rodolfo Elleson Dos Santos Arruda, Ticiano Gomes
Do Nascimento. Estudos De Caracterizacdo De Microencapsulados De Resveratrol.
Dissertacdo. Universidade Federal de Alagoas. 2017.

SUVARNA, Vasanti;, GUJAR, Parul;, MURAHARI, Manikanta. Complexation of
phytochemicals with cyclodextrin derivatives - An insight. Biomedicine &
Pharmacotherapy. v. 8. 2017.

TOKUSOGLU, Ozlem; Mustafa Kemal, Unal Akhisar and Fadim Yemis. Determination of
the Phytoalexin Resveratrol (3,5,4-Trihydroxystilbene) in Peanuts and Pistachios by
High-Performance Liquid Chromatographic Diode Array (HPLC-DAD) and Gas
Chromatography—-Mass Spectrometry (GC-MS). Celal Bayar University, Manisa, Turkey
and Departments of Food Engineering and Chemistry, Ege University. 2005.

TOZER, Tomaz and ROWLAND, Malcom. Introducdo a farmacocinética e
farmacodinamica: as bases quantitativas da terapia farmacologica. 12 Ed. 2009.

UDENIGWE Chibuike; Vanu Ramprasath Rotimi and Aluko Peter Jones. Potential of
resveratrol in anticancer and anti-inflammatory therapy. Nutrition Reviews. v. 66.
2008.

VALLIANOU, Natalia G., Angelos Evangelopoulos and Christos Kazazis. Resveratrol and
Diabetes. The review of diabetic studies. 102 Ed. 2013.

VANAJA Satheesh, Wahl Martin and Ljiljana Bukarica. Liposomes as carriers of the
lipid soluble antioxidante resveratrol: evaluation of emelioration of oxidative stress
by additional antioxidant vitamin. Life Science. v.93. 2013.

VILLANO Debora; Troncoso, Ana; Moya, Maria Luisa. Radical scavenging ability of
polyphenolic compound towards DPPH free radical. Talanta, 712 Ed. 2007.

WANG, Laid; Tuz Yang, Moi Zhu, Lian Zhang, Louis Yan. Properties and molecular
mechanisms of resveratrol: a review. Pharmazie. v.70. 2015.

WENZEL, Omoza; Metabolism and bioavailability of trans-resveratrol. Molecular
Nutrution Food Research. v. 49. 2015.

ZHONG, Lu; Bo Cheng, Yeli Hu, Youhong Zhang, Guolin Zou. Complexation of
resveratrol with cyclodextrins: Solubility and antioxidant activity. Food Chemistry.
v113. 2009.

ZIKA Cvetkovic; Vesna D. Nikolic; Ivan M. Savic; Ilvana M. Savic-Gajic; Ljubisa B. Nikolic.
Development and validation of an RP-HPLC method for quantification of trans-
resveratrol in the plant extracts. Hemijska Industrija. 692 Ed. 2015.

64


https://www.sciencedirect.com/science/journal/03785173
https://www.researchgate.net/profile/Siddharth_Jambhrunkar
https://www.researchgate.net/journal/1095-7103_Journal_of_Colloid_and_Interface_Science
https://www.researchgate.net/journal/1095-7103_Journal_of_Colloid_and_Interface_Science
https://pubs.acs.org/author/Toku%C5%9Fo%C7%A7lu%2C+%C3%96zlem
https://pubs.acs.org/author/%C3%9Cnal%2C+Mustafa+Kemal
https://pubs.acs.org/author/Yemi%C5%9F%2C+Fadim
javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vallianou%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24841877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evangelopoulos%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24841877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kazazis%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24841877
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#bbib19
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608004949#!

