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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada causada por protozoarios Leishmania spp.,
prevalente em 98 paises no mundo. Entre 2018 e 2020, o Brasil ficou entre os trés paises com maior
ndmero de casos, 0s quais representam cerca de 90%. No Brasil, os medicamentos disponiveis ndo
sdo totalmente eficazes, possuem uso parenteral e exibem varios efeitos adversos graves e muito
frequentes, resultando em ma adesdo ao tratamento. Entre as alternativas que podem contornar
esses problemas estdo os Carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que podem conferir
aumento da solubilidade de farmacos, liberacdo prolongada e/ou controlada, maior absorcao
intestinal e biodisponibilidade oral. Nesse contexto, esse trabalho visa desenvolver CLNs contendo
antimoniato de meglumina (AM) como alternativa terapéutica de uso oral para a leishmaniose.
Inicialmente, ensaios de compatibilidade entre os insumos e o farmaco foram realizados.
Otimizacdes de formulacdo e de processo foram feitas através de planejamento experimental, que
possibilitou a escolha da nanoparticula com melhor tamanho, indice de polidispersdo (Pdl),
potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulamento (EE). Os CLNs escolhidos também foram
caracterizados por valor de pH, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de raios-X (DRX), estabilidade
simulando condigbes gastrointestinais, estabilidade de armazenamento, bem como foram
liofilizados. Além disso, foram realizados testes in vitro de cinética de liberaco, citotoxicidade em
macrofagos RAW 264.7, e atividade em promastigotas e amastigotas das espécies L. infantum e L.
amazonensis. Os resultados mostraram que ndo houve incompatibilidade entre o farmaco e os
excipientes. O planejamento experimental resultou em um CLN com tamanho de 41,13 nm, Pdl de
0,227, PZ de -27,9 mV, EE de 62,43% e pH 5,23. O FTIR confirmou a incorpora¢do do AM no
CLN, o DSC mostrou reducdo de cristalinidade da matriz da nanoparticula, que foi ratificado no
DRX. O CLN foi estavel simulando pH do trato gastrointestinal e também durante armazenamento
sob refrigeracdo. Os liofilos obtidos mostraram estabilidade de tamanho e EE no periodo estudado.
A liberagcdo do AM no CLN em disperséo e liofilizado foi adequada ao modelo Peppas-Sahlin, com
cinética de liberacdo por transporte andbmalo. N&o houve citotoxicidade em macrofagos pelo AM,
enquanto os CLNs foram citotdxicos nas concentracdes acima de 50 pg/mL. O AM também néo
apresentou atividade em promastigotas da L. infantum, mas o CLNb e CLN4 apresentaram 1Cso

104,7 pg/mL e 96,9 pg/mL respectivamente, enquanto nas amastigotas nenhuma das amostras



foram citotoxicas. J& na L. amazonensis, 0s ICso foram 278,7 pug/mL para o0 AM, 150,6 pg/mL para
CLN-B e 115 pg/mL para CLN-AM nas formas amastigotas. Portanto, foi possivel obter CLNs
com propriedades fisico-quimicas e estabilidade adequadas, com cinética de liberacdo prolongada
e atividade contra a forma infectante de L. amazonensis, 0s quais sao resultados encorajadores
quanto ao potencial do sistema para uso oral. Estudos de farmacocinética estdo sendo
desenvolvidos para elucidacdo da biodisponibilidade oral.

Palavras-chave: leishmaniose; administracdo oral; sistema de entrega de farmacos;

nanocarreador; liberacdo modificada.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by the protozoan Leishmania spp., prevalent
in 98 countries worldwide. Between 2018 and 2020, Brazil was among the three countries with the
highest number of cases, which together represent about 90% of cases. In Brazil, the available
drugs are not fully effective, require parenteral application and exhibit several serious and very
frequent adverse effects, resulting in poor adherence to treatment. Among the alternatives that can
overcome these problems are nanostructured lipid carriers (NLC), which can provide increased
drug solubility, prolonged and/or controlled release, greater intestinal absorption and oral
bioavailability. In this context, this work aims to develop NLCs containing meglumine antimoniate
(MA) as a therapeutic alternative for oral use for leishmaniasis. Initially, compatibility tests
between the excipients and the drug were performed. Formulation and process optimizations were
made through experimental design, which made it possible to choose the nanoparticle with the best
size, polydispersity index (Pdl), zeta potential (ZP) and encapsulation efficiency (EE). The chosen
NLCs were also characterized by pH value, Differential Scanning Calorimetry (DSC), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), X-ray Diffraction (XRD), stability simulating
gastrointestinal conditions, storage stability, as well as were lyophilized. In addition, in vitro tests
of release kinetics, cytotoxicity on RAW 264.7 macrophages, and activity on promastigotes and
amastigotes of L. infantum and L. amazonensis species were performed. The results showed that
there was no incompatibility between the drug and the excipients. The experimental design resulted
in an NLC with a size of 41.13 nm, Pdl of 0.227, PZ of -27.9 mV, EE of 62.43% and pH 5.23. The
FTIR confirmed the incorporation of MA in the NLC, the DSC showed a reduction in the
crystallinity of the nanoparticle matrix, which was ratified in the XRD. NLC was stable during pH
simulation of the gastrointestinal tract and also during refrigerated storage. The obtained lyophiles
showed stability in size and EE during the studied time. The release of MA from the NLC in
dispersion and after lyophilization was adapted to the Peppas-Sahlin model, with release kinetics
by anomalous transport. There was no cytotoxicity in macrophages by MA, while NLCs were
cytotoxic at concentrations above 50 pg/mL. MA also showed no activity against L. infantum
promastigotes, but CLNb and NLC4 presented IC50 of 104.7 ug/mL and 96.9 pg/mL respectively,
while in amastigotes none of the samples were cytotoxic. Against L. amazonensis, the IC50s were
278.7 pg/mL for AM, 150.6 pg/mL for NLC-B and 115 pg/mL for NLC-AM facing the amastigote



forms. Therefore, it was possible to obtain NLCs with adequate physicochemical properties and
stability, with prolonged release kinetics and activity against the infective form of L. amazonensis,
which are encouraging results regarding the potential of the system for oral use. Pharmacokinetic

studies are being developed to elucidate oral bioavailability.

Keywords: leishmaniasis; oral administration; drug delivery system; nanocarrier; modified

release.
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NLS — Nanoparticula Lipidica Solida
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TGI — Trato Gastrointestinal
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo um grupo de doengas tropicais negligenciadas causadas por
protozoarios do género Leishmania, que possui mais de 20 espécies conhecidas por serem
infecciosas para humanos, sendo transmitidos através das picadas de flebotomineos fémeas
infectadas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; WHO|LEISHMANIASIS, 2022). Afeta
populacdes pobres e, por isso, estd associada a desnutri¢do, deslocamento populacional, moradia
precéria, sistema imunoldgico fraco e falta de recursos financeiros. Também estd ligada a
mudangas ambientais, desmatamento, construcdo de barragens, esquemas de irrigagdo e
urbanizagdo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Sua epidemiologia depende das
caracteristicas das espécies de parasitas, das caracteristicas ecologicas dos locais de transmissédo e
da exposicdo atual e passada da populacdo humana ao parasita.

Segundo a OMS, a leishmaniose é uma doenca considerada prevalente em 98 paises nos
cinco continentes, principalmente nas regides de baixa renda, onde estima-se quase um milhdo de
noVoSs casos por ano no mundo, embora o numero de casos tenha diminuido substancialmente na
ultima década (DNDI, 2018; WHO|LEISHMANIASIS, 2022). Estatisticas fornecidas pelo
observatorio global em salude da OMS apontaram que nos Ultimos anos (2018-2020) o Brasil
configurou entre os trés primeiros paises com maior numero de casos de leishmaniose. Em 2020,
mais de 95% dos novos casos de leishmaniose visceral notificados & OMS ocorreram no Brasil,
Etidpia, Eritreia, india, Quénia, Suddo do Sul, Suddo, cerca de 90% dos casos de leishmaniose
cutanea ocorreram no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia, Iraque, Paquistao, Siria e cerca de
90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil, Etidpia e Peru
(LEISHMANIASIS, 2022). Ao longo dos anos, poucas alteragdes ocorreram nessas listas de
principais paises acometidos.

Existem trés formas principais de leishmaniose: leishmaniose visceral (LV), também
conhecida como calazar, que é a forma mais grave da doenca, atinge ganglios linfaticos, baco,
figado, causando hepatoesplenomegalia, sendo fatal em 95% dos casos se ndo for tratada;
leishmaniose cutanea (LC), que é a forma mais prevalente e manifesta-se com lesdes cutaneas e
Ulceras em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes e graves incapacidades ao longo da vida;
e leishmaniose mucocutanea (LMC), a qual invade as membranas mucosas do trato respiratério

superior, leva a destrui¢éo parcial ou total de tecidos no nariz, boca e garganta, causando mutilagéo
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grosseira (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Cada forma da doenga exige um tipo de
tratamento e cada pais possui seu protocolo terapéutico baseado nas diretrizes da OMS e na
realidade socioecondmica da sua regiao.

Para o Brasil, os medicamentos atualmente disponiveis sdo o antimoniato de meglumina,
Anfotericina B (desoxicolato sédico, lipossomal) e Pentamidina, os quais ndo sdo utilizados para
todos os casos, possuem uso exclusivamente parenteral, além de exibirem uma série de efeitos
adversos graves e muito frequentes, tais como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade
(BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). Ademais, sdo
tratamentos longos, de alto custo e pouca inovagdo, visto que sdo medicamentos usados ha pelo
menos 40 anos. O Unico medicamento de uso oral atualmente disponivel para tratamento da
leishmaniose é a Miltefosina, aprovada para tal finalidade pela FDA em 2014, representando um
grande avanco terapéutico. Entretanto, também possui limitacGes que compreendem necessidade
de monitoramento de efeitos colaterais gastrointestinais, hepatotoxicidade e teratogenicidade,
surgimento de resisténcia e alto custo, o que inviabiliza seu uso para a maioria dos paises
acometidos, além de ndo estar registrada em alguns paises endémicos (GHORBANI; FARHOUDI,
2018; SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018). No Brasil, a miltefosina comecou a ser usada em
2021, mas em casos especiais avaliados por médicos dos centros de referéncia e apenas para LC.
Assim, com a dificuldade de desenvolvimento de vacina e do controle do mosquito vetor, e com
medicamentos cuja forma farmacéutica e toxicidade ndo facilitam adesdo, a OMS lista a
leishmaniose como uma das doengas tropicais negligenciadas para as quais o desenvolvimento de
novos tratamentos é uma prioridade (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

Entre os problemas relacionados as terapias da leishmaniose, a administracdo injetavel dos
medicamentos ganha destaque, visto que € dolorosa, requer internacdo do paciente,
acompanhamento médico e de exames laboratoriais devido aos efeitos toxicos severos, necessita
de deslocamento dos pacientes aos centros de salde e possui longa duracdo do tratamento.
CondicgOes estas que ndo sdo adaptadas a realidade das condi¢bes de pobreza dos pacientes
acometidos pela doenca (PONTE-SUCRE et al., 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2010). Como resultado, observa-se uma ma adesdo ao tratamento, o que compromete ainda mais a
eficAcia da terapia e aumenta o risco de desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos.
Considerando esses fatores, o desenvolvimento de um medicamento de uso oral tem sido foco de

muitas pesquisas, pois resolveriam muitas dessas questoes.
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A via oral é, sem duvida, a via de administracdo de medicamentos mais acessivel durante a
pesquisa e desenvolvimento de medicamentos. No entanto, algumas limitagdes como baixa
solubilidade, baixa permeabilidade intrinseca através das membranas celulares, rapida degradacgéo
pelo trato gastrointestinal e incapacidade de atravessar a barreira da mucosa intestinal muitas vezes
dificultam a adequagdo de um Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) para essa via, reduzindo
drasticamente a biodisponibilidade oral (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; XU et al., 2020). Vérios
avancos foram feitos nas ultimas décadas para melhorar a eficiéncia da administracdo oral de
medicamentos, na tentativa de maximizar a eficacia terapéutica e reduzir a toxicidade de varios
IFAs (BERTONI; PASSERINI; ALBERTINI, 2020; REINHOLZ; LANDFESTER;
MAILANDER, 2018). Dentre algumas alternativas possiveis, os sistemas de entrega de farmacos
em nanoescala (Nano-DDS) ganhou destaque visto as vantagens gque a nanotecnologia pode trazer
para o desenvolvimento de medicamentos.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs) sdo dispersdes coloidais cujas particulas
sdo compostas por lipidios na escala hanométricas (1-1000nm). Representam a segunda geracao
de nanoparticulas lipidicas, os quais possuem em sua composi¢do uma mistura de lipideos solidos
e liquidos, formando uma matriz imperfeita que promove maior encapsulamento que as
nanoparticulas lipidicas sélidas, bem como diminuicéo da expulsdo do farmaco ao longo do tempo
(JAVED et al., 2022; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011; MULLER et al., 2016). Essas
vantagens conferem melhor eficiéncia de encapsulamento e manutencdo ao longo do tempo de
armazenamento. CLNs sdo Nano-DDSs de facil obtencdo, cujas propriedades fisico-quimicas
conferem aumento da solubilidade e permeabilidade de IFAs, liberacdo prolongada e/ou
controlada, maior biodisponibilidade, melhor absorcéo e acimulo no local de acdo, capacidade de
melhorar a estabilidade e aumento do indice terapéutico dos farmacos (AZEVEDO et al., 2020;
LIU et al., 2018; SHAHBAZI; A. SANTOS, 2012). Além disso, sdo biocompativeis e possuem
mecanismos permeabilidade intestinal diferenciados das formula¢6es convencionais, e também de
outros nanocarreadores, que favorece absor¢éo oral por via linfatica e endocitose (DATE; HANES;
ENSIGN, 2016; PINELLI et al., 2020). Portanto, sdo promissores para melhorar a
biodisponibilidade oral de IFAs hidrofilicos ou lipofilicos, aumentando a absorcao intestinal por
meio de diferentes mecanismos. Assim, seria possivel promover a administracdo oral de alguns

IFAs através da promocao/facilitacdo da absorcao atraves do seu uso.
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Nesse contexto, fica constatada a necessidade de inovagéo da terapia para leishmaniose e a
importancia de um tratamento mais seguro e que possa ser feito de forma domiciliar. Portanto, o
objetivo desse trabalho é desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados (CLNSs) contendo
farmaco leishmanicida para obtencdo de uma possivel alternativa terapéutica de uso oral para as
leishmanioses. Para isso, foi realizada uma série de otimizagdes, tanto de formulacdo como de
processo, visando a obtencdo dos carreadores com melhores propriedades fisico-quimicas, que
apresentassem estabilidade, cinética de liberacdo prolongada, eficicia adequada e de baixa
toxicidade. As principais caracterizacdes do CLN foram realizadas, bem como estudo cinético e

avaliagOes preliminares de estabilidade e viabilidade celular.
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2 REFERENCIAL TEORIO

2.1 AS LEISHMANIOSES: CARACTERIZACAO DA DOENCA

As doencas negligenciadas séo condi¢des que acometem, predominantemente, a populagédo
de maior indice de pobreza do mundo e, por isso, ndo representam um mercado lucrativo para as
grandes industrias farmacéuticas. Também conhecidas como doencas tropicais negligenciadas
(DTNs), por afetarem principalmente comunidades pobres que vivem em climas tropicais e
subtropicais e ndo séo cuidadas adequadamente, acometem mais de 1 bilhdo de pessoas, de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2019). Este quadro esta diretamente relacionado a
insuficiéncia de métodos de diagndsticos, auséncia de vacinas e controle do vetor, fraca atencao
béasica da populacéo, além do pequeno arsenal terapéutico disponivel (SILVA-PIRES et al., 2017).
Visando contornar essa situacdo, em 2020 foi publicado um roteiro que estabelece metas e marcos
globais para prevenir, controlar, eliminar ou erradicar as 21 doengas do grupo entre 2021-2030
(WHO, 2020).

Entre as principais DTNs esta a leishmaniose, uma doenca parasitaria para a qual ainda nao
existe controle, nem pode ser eliminada por meio da administracdo em massa de medicamentos
seguros e eficazes como algumas outras DTNs. A Organizacdo Mundial de Satide (OMS) considera
as leishmanioses prevalentes em 98 paises ao redor do mundo, principalmente as regifes de baixa
renda, onde estima-se quase um milhdo de novos casos por ano (BURZA; CROFT; BOELAERT,
2018; LEISHMANIASIS, 2022). Entre as regides mais afetadas pode-se citar o sudoeste asiético,
norte e lesta da Africa, e as américas, onde existem populacées predominantemente pobres, com
alta incidéncia de desnutricdo, moradia precéria, sistema imunoldgico fraco e falta de recursos
financeiros (DNDI, 2018; ORYAN; AKBARI, 2016). Estatisticas fornecidas pelo observatorio
global em satde da OMS apontaram, em 2020, que mais de 95% dos novos casos de leishmaniose
visceral notificados &8 OMS ocorreram no Brasil, Etiopia, Eritreia, india, Quénia, Sudo do Sul,
Sudéo, cerca de 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorreram no Afeganistéo, Argélia, Brasil,
Colémbia, Iraque, Paquistdo, Siria e cerca de 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem
na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru. Entre 2018-2020 o Brasil configurou entre os trés primeiros

paises com maior nimero de casos, tanto de leishmaniose cutanea quanto de visceral
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(LEISHMANIASIS, 2022), refletindo a falta de intervengdes e medidas efetivas de prevencgéo e
combate & doenca no pais.

As leishmanioses sdo doencas parasitarias, cujos agentes etiologicos sdo protozoarios do
género Leishmania spp., divididos em dois subgéneros, Leishmania e Vivannia, 0s quais possuem
cerca de 20 espécies consideradas patogénicas para humanos. Leishmania spp. sdo organismos
dimérficos, pois apresentam duas formas principais: promastigota, forma flagelada e mdvel,
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor; e amastigota, forma aflagelada, observada nos tecidos
dos hospedeiros vertebrados (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; DEPAQUIT; GAY;
KALTENBACH, 2019). S&o parasitas que possuem ciclo de vida heteroxénico, ou seja, vivem
alternadamente entre os hospedeiros intermediério (invertebrados) e definitivo (vertebrados)
(AKHOUNDI et al., 2016). Como ¢ possivel visualizar na Figura 1, seu ciclo de vida é iniciado
guando um hospedeiro vertebrado € infectado com promastigotas metaciclicas por um inseto vetor
fémea durante um repasto sanguineo. As promastigotas sao rapidamente capturadas por células do
sistema fagocito mononuclear, tais como macrofagos, onde ocorre a diferenciagdo em amastigotas.
Nos macrofagos, as amastigotas multiplicam-se até a ruptura da célula, sendo liberadas na corrente
sanguinea e propagando a infeccdo ao infectar outro macrofago. Outros vetores se alimentam do
sangue contaminado com as formas amastigotas durante um repasto sanguineo. Dentro do inseto
vetor, 0 sangue contendo as amastigotas é levado para o intestino, onde irdo se diferenciar até
promastigotas metaciclicas, e a partir de entdo, dar continuidade ao ciclo da Leishmania (BATES,
2018).
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Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Fonte:  Adaptado de CDC - Centers for Disease  Control and  Prevetion.

https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html.

Baseado nessa relacdo parasito-hospedeiro se desenvolve a fisiopatologia da doenca, cujas
caracteristicas sdo determinadas por fatores parasitarios (tropismo, viruléncia, resisténcia,
espécies) e fatores da resposta imune do hospedeiro. Assim, a leishmaniose se apresenta em trés
formas principais, a citar: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV) (DNDI, 2018; FREITAS-JUNIOR et al., 2012). A LC é a forma mais
comum, que se manifesta através de lesdes na pele, principalmente Glceras ou nddulos nas areas
expostas como o rosto, os bragos e as pernas. Normalmente ndo é fatal, mas deixa cicatrizes ao
longo da vida, podendo ser desfigurante e socialmente estigmatizante. A Ulcera pode curar
espontaneamente, porem o tempo € variavel e de acordo com a espécie envolvida, sendo necessaria
intervencdo medicamento em muitos casos (MOKNI, 2019). A LMC apresenta-se como uma
destruicdo lenta e progressiva dos tecidos mucoso e submucoso no nariz, na boca e ainda faringe,
laringe, e mais raramente, na traqueia ou genitalia. Pode ocorrer como uma complicacdo da
leishmaniose cutanea, simultaneamente ou com meses/anos apos a resolucéo das lesdes primarias
(CINCURA et al., 2017; HANDLER et al., 2015). J4 a LV, também conhecida também por

Calazar, a infeccdo espalha-se sistematicamente para se propagar nos reservatorios dos macréfagos
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distribuidos nos tecidos dos 6rgdos internos, principalmente o figado, o bago, a medula éssea e 0s
ganglios linfaticos, caracterizando-se por hepatoesplenomegalia, anemia, perda de peso e febre,
sendo fatal em 95% dos casos se ndo tratada (DEPAQUIT; GAY; KALTENBACH, 2019;
MEDLEY et al., 2015).

A gravidade da doenga tem sido associada a resposta imune do hospedeiro (ROSSI;
FASEL, 2018). Geralmente, a resposta mediada por celulas Th 1, caracterizada pela producdo de
IFN-y e TNF-a que induzem a ativagao dos macrofagos, € crucial para a resisténcia do hospedeiro
e eliminacdo do parasita, enquanto a resposta de Th 2, caracterizada por producdo de IL-4 e IL-13,
leva a um hospedeiro suscetivel e incapaz de controlar a infecgdo. No entanto, essa correlagdo é
muito mais complexa, pois também foi demonstrado que uma sobrecarga e a hipersensibilidade
imune Thl causa hiperinflamacao, gerando destruicao tecidual da pele e mucosas (KEDZIERSKI,
EVANS, 2014). Além disso, imunossupressdo durante a leishmaniose favorece a persisténcia do
parasita e o desenvolvimento de infeccdo metastatica em LC, além de propiciar uma infec¢do
potencialmente letal. Nisso se inclui pacientes com comorbidades, principalmente portadores de
HIV, que é o patdgeno coinfeccioso mais estudado na leishmaniose, uma vez que induz o
desenvolvimento de sintomas atipicos e aumenta a resisténcia ao tratamento e as recidivas da
doenca (AKUFFO et al., 2018; ROSSI; FASEL, 2018). Baseado no tipo de doenca, espécie de
parasita e presenca ou ndo de doengas concomitantes sera estabelecido o tratamento.

2.1.1 Tratamentos disponiveis no Brasil

Devido a complexidade das respostas imunes necessarias para a protecdo contra a
Leishmania, o desenvolvimento de vacinas tem sido uma tarefa desafiadora, em que pesquisas
buscando seu desenvolvimento vém sendo realizadas ha décadas sem muito sucesso (GHORBANI;
FARHOUDI, 2018; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Por isso, seu tratamento é
exclusivamente medicamentoso, e deve seguir o protocolo terapéutico de cada pais, elaborado com
base nas diretrizes da OMS e na realidade socioeconémica da sua regido (PAHO, 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010). Os protocolos direcionam o esquema terapéutico a depender
da forma clinica da doenca, quantidade de lesbes e gravidade, além de presenca de comorbidades,
estabelecendo os medicamentos de primeira e segunda escolha para cada caso (FREITAS-JUNIOR
et al., 2012; PONTE-SUCRE et al., 2017). Atualmente, os medicamentos disponiveis para o
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tratamento da leishmaniose sdo o antimoniato de meglumina, Anfotericina B (desoxicolato sédico,
lipossomal), Pentamidina, Paramomicina e Miltefosina, sendo disponiveis no Brasil apenas os trés
primeiros. Dentre esses, 0 Unico de uso oral € a Miltefosina, aprovada pela FDA em 2014 para esse
uso, mas que também possui efeitos colaterais gastrointestinais, hepatotoxicidade e
teratogenicidade, além de ser de alto custo e ndo estar registrada em alguns paises endémicos como
o Brasil (GHORBANI; FARHOUDI, 2018; SUNYOTO; POTET; BOELAERT, 2018). Sendo
assim, o tratamento da leishmaniose no Brasil depende de medicamentos que estdo em uso ha, pelo

menos, 40 anos.

2.1.1.1 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes sio compostos que possuem antiménio Sb*®> complexados em
uma molécula. Pouco se sabe sobre a estrutura e composi¢do exata, visto que estudos para sua
caracterizacdo fisico-quimica sdo escassos, mas sugere-se que seja uma mistura complexa da
meglumina e antiménio na proporcéo 2:1 (DEMICHELI et al., 1999; FREZARD; DEMICHELLI;
RIBEIRO, 2009; ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). Essa complexacdo favorece sua
solubilidade aquosa, reportada como sendo 300 mg/mL, porém apresenta baixa permeabilidade
(BCS classe 111). Como impurezas do processo de complexagdo, podem existir residuos de Sb*?,
que sdo toxicos e contribuem para os efeitos colaterais. Por isso, existe um limite aceitavel de Sb*3
nas formulagdes, e apenas o Sb* é considerado o IFA do medicamento (DE MORAES FLORES
et al., 2002; FERREIRA et al., 2014; KEDZIERSKI; EVANS, 2014). Geralmente, o teor de Sh*®
presente na matéria-prima esta entre 30-35% (BRASIL, 2019).

Os medicamentos antimoniais estdo disponiveis comercialmente em duas formulacdes, o
antimoniato de meglumina e o estibogluconato de sédio, sendo este tltimo ndo comercializado no
Brasil. Por conseguinte, a OMS padronizou o esquema terapéutico dos antimoniais baseado na
quantidade de Sb*® por peso (mg Sb**/kg/dia) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). A
formulacéo comercial disponivel no Brasil é o antimoniato de meglumina (AM), um medicamento
injetavel com apresentacdo em frasco-ampola contendo uma solugdo de 5mL, na concentragdo de
1,59 de AM, o que corresponde a 405mg de Sb*™® (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019). O
antimoniato de meglumina € o medicamento de primeira escolha nos casos de LC (todas as formas,

exceto difusa), LMC e LV, cujo esquema terapéutico varia para cada forma clinica, geralmente de
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10mg a 20mg Sh*/kg/dia, sendo no maximo de 3 ampolas por dia, durante 20-40 dias,
administrado por via intramuscular ou endovenosa. Nos casos de LC localizada, também pode ser
usado por via intralesional (BRASIL, 2014, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).
Apresenta efeitos adversos graves no sistema cardiovascular, renal e hepatico de forma tempo-
dependente, ou seja, ao longo do tempo de tratamento, aumenta a chance de desenvolver o efeito e
sua gravidade. Ja foi reportado também teratogenicidade e embriotoxicidade. Por isso, é
contraindicado para pacientes acima de 50, com cardiopatias, nefropatias e hepatopatias e
gestantes. Além desses, também existem efeitos adversos menos graves, porem frequentes, como
artralgia, mialgia, nauseas, vomitos, dor abdominal e pancreatite (DEPAQUIT; GAY;
KALTENBACH, 2019).

Embora seja utilizado hd mais de 70 anos, 0 mecanismo de acdo do AM ainda é pouco
elucidado. Acredita-se que envolve a inibicdo da atividade glicolitica e oxidativa dos acidos graxos
nas formas amastigota do parasita, resultando na diminuicdo do ATP intracelular e fragmentacéo
do DNA (FABRINO, 2021; MOREIRA et al., 2017). Outra hipdtese é a inibicdo da enzima
tripanotiona redutase ou glutationa redutase do parasita, interferindo na expressdo génica
(FREZARD et al., 2013). Além disso, é sugerido que o Sb*® presente na molécula do AM atuaria
como uma espécie de pro-farmaco, sendo convertido no organismo em Sb*3, que em contato com
os fluidos bioldgico forma Sh(OH)s e atravessa mais facilmente as membranas celulares do que o
Sb*®, uma vez que este tltimo adquire carga elétrica quando em fluidos fisioldgicos e dificulta sua
passagem (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009). Isso est4 relacionado com a melhor

eficacia do Sh*3, porém também contribui para sua toxicidade.

2.1.1.2 Anfotericina B (AmB)

A anfotericina B € um antibiotico poliénico ja bastante conhecido por suas atividades
antifungicas, que possui também atividade contra leishmaniose, atuando nas formas amastigota e
promastigota do parasita. Seu mecanismo de acdo se da através da ligacdo preferencial com o
ergosterol presentes na membrana plasmatica da Leishmania, levando ao aumento do influxo de
ions, causando morte (ULIANA; TRINCONI; COELHO, 2018, WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). E comercializada no Brasil sob a forma de desoxicolato de anfotericina

B (suspensdo coloidal) e anfotericina B lipossomal, ambas formulagdes injetaveis na forma
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liofilizada, devido baixa solubilidade e permeabilidade (BCS classe 1V). Apresenta instabilidade
aquosa, por isso deve ser reconstituida no momento do uso, como também ser administrada por via
endovenosa sob infuséo lenta de (4 - 6 horas) devido a toxicidade para as células do endotélio
vascular, causando flebite em muitos casos. Ainda existem outros efeitos colaterais frequentes e
dose-dependente, desde os mais leves como cefaleia, febre, calafrios, anemia, dores musculares e
articulares e hipotensdo, até 0os mais graves como hepatotoxicidade e complicacbes renais que
acometem praticamente todos os pacientes (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019).

A formulacédo lipossomal de AmB ¢ a opcao de primeira escolha em pacientes que nao
podem fazer uso do antimonial. Nisso se inclui casos de LC e LMC em pacientes com idade acima
de 50anos, com insuficiéncia renal, cardiaca ou hepética de qualquer idade, gestantes, além dos
casos graves de LV e de LC com mais de 20 lesdes (BRASIL, 2014, 2017; PAHO, 2019). Devido
ao custo elevado, seu uso de rotina ndo é realizado, sendo restrito aos casos citados. O esquema
terapéutico varia para cada caso, sendo geralmente aplicadas doses entre 2 mg a 5 mg/kg/dia sem
limite de dose méxima diéaria, até atingir a dose total de 35 mg a 40 mg/kg. A forma desoxicolato
é a segunda escolha nos casos em que a forma lipossomal ndo possa ser usada, sendo usado 0,7 mg
a 1 mg/kg/dia diariamente ou em dias alternados, com a mesma dose maxima (DEPAQUIT; GAY;
KALTENBACH, 2019).

Embora a AmB na forma lipossomal tenha trazido mais eficécia e, principalmente, maior
seguranca por apresentar metade da nefrotoxicidade da formulagdo convencional (desoxicolato),
ambas formulacdes ainda apresentam problemas biofarmacéuticos, e por isso sdo administradas
apenas por via endovenosa (HNIK; WASAN; WASANA, 2020). Assim, seu uso € fundamentado

na sua elevada poténcia e amplo espectro de atividade, apesar das desvantagens conhecidas.

2.1.1.3 Pentamidina

As pentamidinas séo pertencentes a classe das diaminas aromaticas, comercializada nas
formas de isetionato e mesilato, usada principalmente em LC em areas endémicas dos continentes
americano, asiatico e africano. No Brasil, apresenta-se como isetionato de pentamidina 300 mg,
liofilizada em frasco ampola, que deve ser reconstituida antes da administracdo. E administrada
por via intramuscular ou endovenosa, na dose de 4mg/kg/dia em dias alternados, totalizando 15

doses, sem ultrapassar a 2g como dose total. Seus efeitos colaterais mais comuns sao anorexia,
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astenia, nausea, dor abdominal, mialgia, cefaleia, hipoglicemia prolongada, arritmias cardiacas,
leucopenia, trombocitopenia, insuficiéncia renal aguda e pancreatite, que pode levar ao
aparecimento de diabetes mellitus (BRASIL, 2017). Seu mecanismo de acdo envolve
preferencialmente as mitocondrias do parasita, onde inibe seletivamente o processo de replicacao
parasita (YANG; CHOI; NO, 2016).

Seu uso ndo é indicado no caso de gestacdo, aleitamento, criancas menores de 1 ano,
diabetes mellitus, intolerancia a glicose, insuficiéncia renal, insuficiéncia hepatica e doencas
cardiacas. Entretanto, é considerada o tratamento de primeira escolha nos casos de LC difusa, com
tratamento realizado nos centros de referéncia uma vez que trata-se de uma forma clinica rara e
grave, com dificil resposta terapéutica e cura clinica. E também usada no caso de falha terapéutica
dos medicamentos de primeira linha (BRASIL, 2017; PICCICA et al., 2021). Exceto esses casos,
a eficacia da pentamidina ndo supera a dos antimoniais pentavalentes e anfotericina B, ndo
compensando seu uso (DEPAQUIT; GAY; KALTENBACH, 2019). Portanto, a escolha do
medicamento para tratar a leishmaniose, atualmente, depende de uma avaliacao risco-beneficio de
cada caso, visto ndo existir um tratamento realmente adequado para a doenca. Nesse contexto, uma

abordagem nanotecnoldgica poderia superar boa parte dessas limitacdes.

2.1.2 Novas formulages nanotecnoldgicas

Mesmo com mais de uma opcdo de medicamento, o tratamento da leishmaniose possui
alguns problemas, pois sdo medicamentos ndo totalmente eficazes para todos os casos, requer
internacdo para administracdo, acompanhamento médico e de exames laboratoriais para
monitoracao dos efeitos adversos graves e muito frequentes, além de possuir longa duracdo. Tudo
isso encarece o tratamento, bem como diminui a adesdo dos pacientes, visto que muitos moram em
locais distantes, de dificil acesso e ndo possuem condicGes de se deslocar diariamente para fazer
uso do medicamento. Portanto, urge o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas,
principalmente de uso oral, visto que essa forma é mais segura, permitiria tratamento domiciliar e,
consequentemente, maior adesédo dos pacientes.

No entanto, algumas limitacbes como baixa solubilidade, baixa permeabilidade intrinseca

através das membranas celulares, rapida degradacéo pelo trato gastrointestinal e incapacidade de
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atravessar a barreira da mucosa intestinal sdo caracteristicas fisico-quimicas de muitos IFAS,
antigos e novos, que dificulta o desenvolvimento de medicamentos para administracdo oral
(HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019; XU et al., 2020). Sendo assim, alguns esforcos tém sido
realizados por pesquisadores para aprimorar a terapéutica da leishmaniose, visando o uso oral,
sendo uma das estratégias mais utilizadas a obtencdo de novas formulag¢bes para melhorar as
caracteristicas fisico-quimicas e biofarmacéuticas dos farmacos existentes, dado que envolve
menos gastos, menos tempo e tem maior chances de sucesso do que o descobrimento de novas
entidades quimicas (BOCHICCHIO; LAMBERTI; BARBA, 2021; FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009; PHAM; LOISEAU; BARRATT, 2013). Dentre algumas alternativas possiveis,
os sistemas de entrega de farmacos em nanoescala (Nano-DDS, do inglés Nanoscale Drug Delivery
Systems) ganhou destaque Vvisto que abarca as vantagens que sistemas nanotecnol6gicos podem
conferir para o desenvolvimento de medicamentos.

Com o advento da nanotecnologia e desde a incorporagdo de Anfotericina B em uma
formulagdo lipossomal, outras formulagBes baseadas em nano-DDS contendo farmacos
leishmanicidas comecaram a ser desenvolvidas, proporcionando outra abordagem terapéutica para
a leishmaniose. Tal interesse se deve as vantagens que estas formulacdes podem agregar aos
agentes terapéuticos, antes com elevada toxicidade e que atingiam baixas concentrac6es nos locais
alvos, acarretando melhoras na farmacocinética, aumento na eficacia, diminuicdo de toxicidade e
acréscimo de permeabilidade intestinal (ALMEIDA et al., 2017; FARJADIAN et al., 2019). No
caso da leishmaniose visceral, nanoformulagdes ganham ainda mais destaque, pois permite uma
melhor biodistribuicdo do farmaco e seletividade aumentada para alcancar os tecidos onde o
parasita se hospeda, como o baco, figado, medula dssea e linfonodos (DE SOUZA et al., 2018;
MARQUES et al., 2019).

Entre os tipos de nano-DDS mais empregados nos ultimos anos estdo as nanoparticulas e
complexos farmaco-conjugado. Com o antimoniato de meglumina, os estudos envolveram o uso
de lipossomas (BORBOREMA, 2010; BORBOREMA et al., 2016; FREZARD et al., 2000;
MOMENI et al., 2013; MOOSAVIAN KALAT et al., 2014, MOOSAVIAN; FALLAH;
JAAFARI, 2019), nanoparticula poliméricas (ARAGAO HOROIWA et al., 2020; COSCO et al.,
2021; SARWAR et al., 2017), nanoparticula de albumina (BARAZESH et al., 2018), nanoparticula
de cobre (ALBALAWI et al., 2021) e composito a base de nanoparticula de fosfato
(ALVARENGA et al., 2015). Porém os estudos visando uso por via oral realizados até entdo séo
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poucos, 0s quais testaram nanocarreadores sensiveis a polaridade (LANZA et al., 2016),
nanomontagens com ciclodextrinas (FREZARD et al., 2008), complexos anfifilicos de Sh*®
(FERNANDES et al., 2013) e antimoniato de meglumina em baixo estado de polimerizacao
(KATO et al., 2018).

Ja a anfotericina B possui muitos estudos devido a diversidade de aplicacOes
farmacolodgicas. Entre 0os mais recentes estudados para leishmaniose, pode-se citar o uso de
nanoparticulas poliméricas (ABU AMMAR et al., 2019; RIEZK et al., 2020; SAQIB et al., 2020;
SOHAIL et al., 2021), carreador lipidico nanoestruturado (NIMTRAKUL; TIYABOONCHAI;
LAMLERTTHON, 2019; REBOUCAS-SILVA et al., 2020), nanoparticula lipidica sélida
(SOLTANI et al., 2020), lipossoma (JAAFARI et al., 2019) e nanoparticula de albumina (CASA
et al., 2018). Para uso oral foram testadas nanoparticulas poliméricas (KAUR; KUMAR; KUSH,
2020; RADWAN et al., 2017; SARWAR et al., 2018) nanoparticulas lipidicas solidas
(CHAUDHARI et al., 2016; PARVEZ et al., 2020) carreador lipidico nanoestruturado (LING
TAN; ROBERTS; BILLA, 2019), conjugado farmaco-lipidio (THANKI; DATE; JAIN, 2019),
micelas poliméricas (NIMTRAKUL et al., 2020) e lipossomas (RAMOS et al., 2022). Foi
encontrado também nanocarreador com terapia combinada entre os farmacos, como niossomas
contendo AmB e AM (MOSTAFAVI et al., 2019). Quanto a pentamidina, a quantidade de estudos
atuais foi bem inferior aos demais farmacos (ANDREANA et al., 2022), sendo as nanoformulacdes
usadas as nanoparticulas poliméricas (VALLE et al., 2019), testada para uso oral e 0 conjugado
farmaco-polimero (SCALA et al., 2018). De forma geral, os estudos com diferentes farmacos nos
diversos nanocarreadores estdo em estagio inicial, fase pré-clinica de pesquisa e com resultados
em modelos animais, que embora sejam encorajadores, ainda precisam avancar para fase clinica
para trazer maior confianca.

Diante dos estudos que tém sido reportados, observa-se que 0s nano-DDS sédo estratégias
muito estudadas visando contornar problemas biofarmacéuticos. Ao longo dos anos de pesquisa
com nanotecnologia, muitos medicamentos receberam aprovacdo regulatéria e s&@o
comercializados, o que sugere mais crescimento futuro (ABDEL-MAGEED et al., 2021;
FARJADIAN et al.,, 2019). Alguns medicamentos baseados em nanoformulagdes estdo em
processo de aprovacdo nas agéncias reguladoras para leishmaniose (PANDIAN et al., 2021). No
que tange a via oral, as nanoparticulas sdo destaque, onde as revisdes mostram a quantidade de

pesquisas avaliando a viabilidade desses sistemas para os diferentes farmacos, indicando como
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estratégias promissoras anti-leishmaniose (JAMSHAID; DIN; KHAN, 2021; PHAM; LOISEAU,;
BARRATT, 2013).

2.2 NANOPARTICULAS COMO DRUG DELIVERY SYSTEMS

Os sistemas de entrega de farmacos em nanoescala (Nano-DDS, do inglés Nanoscale Drug
Delivery Systems) sdo sistemas em escala nanométrica, variando entre 1 e 1000 nm, projetados para
carrear um insumo farmacéutico por todo o corpo, de maneira controlada, para fins de prevencao,
tratamento e diagndstico (ABDEL-MAGEED et al., 2021; PATRA et al., 2018). Existe uma
infinidade de nano-DDS de acordo com os materiais utilizados para preparé-los, e cada vez mais
estdo surgindo novos. Entre os principais estudados atualmente pode-se citar lipossomas (e suas
variacdes), nanoparticulas lipidicas solidas, nanocristais, carreadores lipidicos nanoestruturados,
micelas poliméricas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas proteicas, nanoemulsdes,
microemulsdes, nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono e pontos quanticos (MITCHELL et
al., 2020; PATRA et al., 2018). Ainda existem varia¢des quanto a morfologia, podendo se subdividir
entre nanocapsulas e nanoesferas, o que os diferenciam em sistemas reservatorios e matriciais
respectivamente. Portanto, a nanotecnologia nos fornece ampla variedade de nanocarreadores para
maltiplas aplicagdes, 0 que permite projetar cautelosamente seu emprego no desenvolvimento de
medicamentos inovadores.

A nanomedicina é um campo emergente no mercado farmacéutico que tem desenvolvido
carreadores nanomeétricos para incorporacdo de IFAs, visando obtencdo de medicamentos para
diversas doencas. As pesquisas tém sido encorajadoras e cresceram muito rapidamente nos ultimos
anos diante da quantidade de novos medicamentos registrados e sob processo de registro para
comercializacdo (ABDEL-MAGEED et al., 2021; BOBO et al., 2016; FARJADIAN et al., 2019).
Em comparacdo aos medicamentos tradicionais, 0os nanomedicamentos possuem propriedades
especiais estruturais, fisico-quimicas, magnéticas, elétricas e biologicas que conferem uma série de
vantagens. Destaca-se 0 aumento da estabilidade, solubilidade e permeabilidade de IFAs, acréscimo
do tempo de circulagdo, promocao da captacao celular e tecidual, manutencdo de janela terapéutica,
e a melhor eficacia. Assim, os nano-DDS podem oferecer terapias alternativas aprimoradas tanto por
obtencédo de novos medicamentos, como por reformulacdo dos medicamentos tradicionais utilizados,

superando os problemas relacionados aos tratamentos atuais (DATE; HANES; ENSIGN, 2016;
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SCIOLI MONTOTO; MURACA; RUIZ, 2020). No caso de doencas parasitarias como a
leishmaniose, isso permite melhorar a meia-vida e circulacdo do farmaco, permitir entrega
direcionada ao local da infecgdo, melhorar a tolerabilidade, diminuir desenvolvimento de resisténcia
e até melhorar o regime terapéutico (DE SOUZA et al., 2018; JAMSHAID; DIN; KHAN, 2021).

A escolha do tipo do nanocarreador depende do objetivo e aplicagdo desejados. Assim, a
selecdo da nanoparticula pode ser baseada nas caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos
(solubilidade, estabilidade, permeabilidade), na bioquimica dos alvos pretendidos, compatibilidade
do material a ser usado e as caracteristicas de liberacdo do produto final. Além disso, a transposicéo
de escala deve ser pensada quando a intencdo é lancar um produto no mercado, visto que serdo
necessarios testes para solicitar aprovacao de 6rgdos reguladores governamentais. Portanto, deve-se
levantar as vantagens e desvantagens de diferentes tipos de nanoparticulas e seus métodos de

fabricacao.

2.2.1 Nanoparticulas lipidicas

Nanoparticulas lipidicas sdo dispersdes coloidais com tamanho nanométrico, geralmente 10-
500nm, constituidos de lipidios s6lidos a temperatura ambiente e corporal que sdo dispersos em uma
fase aquosa e estabilizados por tensoativos. Sua estrutura é semelhante as emulsdes do tipo dleo/agua,
se diferenciando na formacao de uma matriz sélida como fase oleosa (MEHNERT; MADER, 2012;
NASERI; VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015). Sdo compostas por lipidios aprovados como
compostos geralmente considerados como seguros (GRAS), biodegradaveis e biocompativeis, o que
representam uma vantagem por possuirem composi¢do semelhantes aos constituintes das membranas
celulares e ndo se acumularem no organismo (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018).
Podem possuir aspecto leitoso, quando as particulas possuem tamanho >200nm e translicido, se
possuir particulas <200nm. Além disso, apresentam efeito Tyndal e reflexo azulado caracteristicos
de dispersdes coloidais (CARVALHO et al., 2018; HELGASON et al., 2015).

O surgimento das nanoparticulas lipidicas ocorreu no inicio da década de 90, com o intuito
de minimizar/superar os problemas de armazenamento e estabilidade de outros sistemas
nanoestruturados existentes, como os lipossomas e nanoemulsdes (MISHRA; SHANDILYA,;
MISHRA, 2018; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011). Isso porque, sua composicéo foi pensada

para produzir uma matriz sélida que poderia conferir maior retencéo do farmaco do que os lipidios
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que formam vesiculas como os lipossomas, assim como serem estruturalmente mais estaveis e
oferecem melhor protecdo aos IFAs contra fatores extrinsecos e intrinsecos (NASERI,
VALIZADEH; ZAKERI-MILANI, 2015). Em comparacdo as nanoparticulas poliméricas, as
nanoparticulas lipidicas possuem menor toxicidade e ativacdo do sistema imunes, bem como
possibilitam maior biodisponibilidade oral dos farmacos, por promover absor¢do para circulagéo
linfatica e sanguinea no intestino, evitando o metabolismo de primeira passagem (LI et al., 2017;
SCIOLI MONTOTO; MURACA,; RUIZ, 2020).

As primeiras nanoparticulas lipidicas desenvolvidas, consideradas de primeira geracéo,
foram as nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), composta apenas de lipidios sélidos a temperatura
ambiente e corporal, de diferentes tipos e comprimentos de cadeia, tais como acidos graxos, mono-,
di- e triglicerideos, ceras ou suas misturas. A selecdo apropriada de lipidios e tensoativos propicia
tamanhos de particula e estabilidade adequados. Sdo produzidas, tipicamente, com os lipideos
fundidos para que ocorra a emulsificacdo, juntamente com os tensoativos e fase aquosa, atraves do
fornecimento de alta energia para formar as goticulas lipidicas, que ap6s arrefecimento recristalizam
e formam as particulas solidas (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; MISHRA;
SHANDILYA; MISHRA, 2018). Suas vantagens incluem encapsulamento de ativos hidrofilicos e
lipofilicos, liberacdo modificada, obtencdo facil e possivel sem uso de solvente e perspectiva de
desenvolvimento industrial em larga escala (MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021;
SAKELLARI et al., 2021).

No entanto, evidenciou-se problemas relacionados ao vazamento dos farmacos ao longo do
tempo, os quais foram relacionados as transi¢des polimdrficas que ocorrem com os lipideos. Durante
0 armazenamento, os lipideos tendem a sair da forma polimdrfica menos estavel que se estabeleceu
durante a recristalizagdo (a ¢ ’) e retornar a forma mais estavel (B), que é mais cristalina e promove
um rearranjo da matriz lipidica para um estado altamente ordenado, acarretando a expulsdo do
farmaco (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; SEVERINO et al., 2011). Esse
efeito de expulsdo € diretamente proporcional a pureza dos lipideos e pode ocorrer durante
resfriamento no processo de obtengdo ou um tempo apds, ao longo do armazenamento. Como
consequéncia, além da diminuicdo da quantidade de farmaco encapsulado, pode levar ao aumento do
tamanho das particulas e processos de instabilidade. Para contornar esses problemas, um novo tipo

de nanoparticulas lipidicas foi desenvolvido.
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2.2.1.1 Carreador Lipidico Nanoestruturado (CLN)

Ao final da década de 90, surgiram os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN),
composto a partir da mistura binaria de lipideos solidos e liquidos, com a promessa de propriedades
melhoradas de encapsulamento e estabilidade fisica, sendo considerados a segunda geracdo de
nanoparticulas lipidicas (JAVED et al., 2022). A inclusdo dos lipideos liquidos & composicao evita a
recristalizacdo completa dos lipidios sdlidos, inclusive durante o periodo de armazenamento,
possibilitando a formacdo de uma nanoparticula com matriz imperfeita que favorece maior
encapsulamento, diminuicdo da expulsdo do farmaco ao longo do tempo e, consequentemente,
melhor estabilidade que as nanoparticulas lipidicas solidas (GORDILLO-GALEANO; MORA-
HUERTAS, 2018; MULLER; SHEGOKAR; KECK, 2011; MULLER et al., 2016). As diferencas

entres as duas nanoparticulas sdo ilustradas na Figura 2 abaixo.

Figura 2 - llustracdo sobre diferenca entre a matriz de NLS e CLN e a incorporagdo de farmacos ao longo do
armazenamento
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Fonte: adaptado de Souza (2020). Legenda: NLS= nanoparticulas lipidicas s6lidas; CLN = carreador lipidico

nanoestruturado; IFA = insumo farmacéutico ativo.

Os CLNs podem ser compostos de lipidios naturais ou sintéeticos, em concentragdes até 30%
do total da formulagdo, com proporgdes de solido e liquido que geralmente variam de 99:1 a 50:50.



39

Entretanto, grande atencdo deve ser dada a formulacéo a ser desenvolvida, visto que alta quantidade
de lipideo dificulta a obtencdo de tamanhos homogéneos, favorece instabilidade e pode tornar a
formulacdo semissolida. Além disso, altas proporcées de lipidio liquido na mistura podem provocar
saturacdo e impedir a solidificacdo da particula (APOSTOLOU et al., 2021; PATHAK; KESHRI;
SHAH, 2011). Sendo assim, existem proporc¢des ideais para diferentes combinac@es de lipideos, 0s
quais podem alcancar as caracteristicas desejaveis se estudas previamente. A depender do tipo de
lipideo solido e liquido, e das proporc¢des entre cada um, podem ser formados CLNs com matrizes
de trés tipos diferentes durante o processamento, cuja quantidade e disposi¢cdo do farmaco na
nanoparticula sio variaveis (MULLER et al., 2016; YANG et al., 2014). Como é possivel visualizar

na Figura 3, os tipos de matrizes sdo classificados como: matriz imperfeita, amorfa ou maltipla.

Figura 3 - Tipos de CLN de acordo com a matriz lipidica formada
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Fonte: autoria propria.

Na matriz do tipo imperfeita, a mistura dos lipidios solido e liquido forma varias estruturas
lipidicas de formatos diferentes e menos cristalinas, configurando uma matriz desordenada com
lacunas entre as estruturas que permitem acomodar melhor o farmaco. Esse tipo requer o uso de
lipidios estruturalmente diferentes. A matriz amorfa (ndo cristalina) ocorre quando a mistura de
lipideos é homogénea, evitando a recristalizagdo do lipideo ao resfriar, formando uma particula sem
estrutura definida com farmaco disperso por toda a matriz. J4 o tipo multiplo ocorre com a formagéo
de compartimentos de lipideos liquidos distribuidos na matriz, semelhante a estrutura de emulsdes
maltiplas, em que o farmaco pode ficar incorporado nos compartimentos liquidos ou na matriz solida
(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; HOUACINE; ADAMS; SINGH, 2020).
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Tais diferencas estruturais influenciam diretamente no perfil de liberagdo dos farmacos nos
nanocarreadores. Geralmente, uma matriz do tipo multiplo confere uma liberacdo mais controlada,
visto que o farmaco incorporado no compartimento liquido estad circundado por lipidio solido,
dificultando a difuséo dele para o meio externo. Portanto, essas estruturas diferentes, especificas do
CLN, conferem vantagens diferenciais dos SLN para melhor incorporacdo de farmacos e menor
extravasamento ao longo do armazenamento (DAS; NG; TAN, 2012; HOUACINE; ADAMS;
SINGH, 2020). Essas vantagens somadas as caracteristicas das nanoparticulas lipidicas oferecem de
protecdo aos IFAs, baixa toxicidade, menor ativacdo do sistema imune, facil obtencdo sem
necessidade de solvente organico, baixo custo e versatilidade quimica, tornam os CLNs formulacdes
muito atrativas para o desenvolvimento de medicamentos para as diferentes vias de administracéo.
Além disso, possuem vantagens para administracdo oral, pois permitem maior permeabilidade
intestinal, absorcéo por circulacdo sanguinea e linfatica, possibilitando maior biodisponibilidade
(ANSARI et al., 2015; DAS; NG; TAN, 2012; DATE; HANES; ENSIGN, 2016). Por fim, o uso de
CLNs como nano-DDS permite melhoria das propriedades fisico-quimicas e biofarmacéuticas dos
IFAs, perfil de liberacdo controlada e/ou prolongada de farmacos, reducéo de doses terapéuticas e
direcionamento ao local de acdo, o que propicia reducdo de toxicidade. Tais propriedades sdo
dependentes das caracteristicas das nanoparticulas, sendo necessaria uma abordagem rigorosa quanto
a caracterizagdo para garantir a qualidade do produto e seguranca do seu uso.

2.2.1.2 Caracterizacao fisico-quimica

Entre os critérios mais importantes de qualidade das nanoparticulas estdo o tamanho, a
distribuicdo e homogeneidade de tamanho, morfologia e estabilidade, pois influenciam diretamente
na performance e eficécia. Por isso, as caracterizacGes das propriedades fisico-quimicas dos CLNs
sdo realizadas rotineiramente. Os principais testes incluem avaliacdo do didmetro médio, do indice
de polidispersdo (Pdl) e medida do potencial zeta (PZ), os quais confirmam a qualidade do sistema
obtido, bem como permitem avaliacdo de estabilidade fisica ao longo do tempo de armazenamento
(DANAEI et al., 2018; MANAIA et al., 2017). Medidas de pH podem ser feitas para avaliacdo da
estabilidade quimica da disperséo coloidal, principalmente quando se trata de formula¢des compostas
de lipideos que podem sofrer degradacéo, gerando acidos graxos livres que provocam alteracdes no
pH do sistema. Adicionalmente, técnicas mais avangadas como difracao de raios X, espectroscopia
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de infravermelho, analises térmicas e microscopias podem ser utilizadas para elucidar melhor as
estruturas dos nanocarreadores e sua interacdo com os farmacos, ajudando a compreender e
relacionar seu comportamento no organismo (MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018).

O tamanho é um atributo muito critico das nanoparticulas que afeta a estabilidade, eficiéncia
de encapsulamento, perfil de liberacdo do farmaco, permeabilidade e biodistribuicdo, A
permeabilidade celular depende da endocitose e outros mecanismos, que ocorrem principalmente
com particulas menores de 300nm, variando mais ou menos para cada via de administracao, sendo
para a via oral uma permeabilidade mais acentuada quando se trata de tamanhos de particulas
<100nm (BANERJEE et al., 2016; LI et al., 2016). Além disso, uma formulacéo eficaz, com boa
seguranga e estabilidade requer distribuicdo de tamanho homogénea, ou seja, um sistema
monodisperso. Nesse sentido, a avaliacdo do indice de polidispersao (Pdl) é adequada pois mostra a
distribuicdo dos tamanhos das particulas dentro de uma determinada amostra, cuja representacéo
numérica varia de 0,0 a 1,0, sendo valores <0,1 considerados monodispersos e indica uma populagéo
mais homogénea de particulas, valores entre 0,2 e 0,3 indicam distribui¢éo estreita de tamanhos e
acima 0,4 reflete um sistema polidisperso, cuja distribuicdo de tamanhos é ampla (DANAEI et al.,
2018). Essas avaliacbes podem ser feitas pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS), que
é amplamente empregada para tais analises. E uma técnica ndo invasiva, rapida e precisa que oferece
boas estatisticas em relacdo ao diametro hidrodinamico das nanoparticulas por meio da avaliagdo de
disperséo da luz em funcdo do tempo, proveniente do movimento Browniano (CARVALHO et al.,
2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021). Uma técnica complementar para
avaliacdo do tamanho de particulas sdo as microscopias eletrénicas, que também fornecem uma
avaliacdo da morfologia das particulas.

O potencial zeta (PZ) reflete a diferenca de potencial entre a dupla camada elétrica das
particulas mdveis e a camada de dispersante ao redor delas no plano de cisalhamento. Através do PZ,
medido por mobilidade eletroforética, obtém-se a magnitude da carga de superficie das
nanoparticulas, que estara relacionada a uma maior ou menor repulséo eletrostatica (CARVALHO
et al., 2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021). Quando duas particulas se
aproximam, eleva a interferéncia entre as camadas elétricas, aumentando também a atracéo de Van
der Waals. Porém, quando existem cargas suficientes na superficie das nanoparticulas, a repulséo
eletrostatica é maior do que as forcas de atracdo, e as particulas permanecem dispersas e estaveis.

Para isso, estudos demonstram ser necessario um PZ superior a 30mV (em modulo), considerando
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particulas que ndo possui impedimento estérico como outra fonte de estabilizagdo. Caso contrario, as
forcas de atracdo serdo maiores e as particulas se agregardo (GORDILLO-GALEANO; MORA-
HUERTAS, 2018; KOVACEVIC et al., 2011). Quando os valores de PZ sdo baixos, a agregacao so
podera ser impedida se houver impedimento eletrostatico. Isso é possivel para sistemas que contém
tensoativos ndo idnicos, porque sua presenca na superficie das nanoparticulas fornece barreira
estérica que também atua como forca de repulsdo, evitando a agregacdo (CHOI; ADITYA; KO,
2014; KOVACEVIC et al., 2011). Além disso, o PZ é influenciado pela concentracéo da suspensao,
pelo solvente, pH e presenca de eletrolitos, visto que todos esses podem promover mudancgas nas
cargas elétricas na superficie da nanoparticula, causando alteragcGes na magnitude do potencial zeta
e, em muitos casos, o sinal da carga exibida pelas particulas (BROWN; GOEL; ABBAS, 2016;
MANAIA et al., 2017).

Como o DLS pode fornecer informacdes sobre variacdo de tamanhos e Pdl para indicacdo de
tendéncia de agregacdo, e o potencial zeta sobre suficiéncia da repulsdo eletrostatica, estes
parametros podem ser avaliados em conjunto para uma caracterizacdo mais completa do sistema e
acompanhamento de estabilidade (BHATTACHARJEE, 2016; FARKAS; KRAMAR, 2021).
Portanto, a avaliacdo desses parametros ao longo do tempo de armazenamento fornece, informacdes
sobre o surgimento de fendmenos de instabilidade no sistema, pois quanto mais rapido e mais
pronunciados forem o aumento dos tamanhos e do Pdl e a diminui¢do do potencial zeta, menos
estavel pode se encontrar o sistema.

Existem também diversas outras técnicas que auxiliam na determinacdo da estrutura,
composicdo, morfologia e demais caracteristicas das nanoparticulas. A espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica baseada na medicdo da absorcdo
de radiacdo eletromagnética com comprimentos de onda na regido do infravermelho médio (4000
400 cm™1). Moléculas que absorvem radiacéo no infravermelho fornece um espectro que mostram a
posicdo de bandas e intensidade de picos relacionados as suas ligacbes e grupos funcionais
especificos, gerando informacdes sobre sua estrutura (ROJEK; WESOLOWSKI, 2019). Assim, é
possivel obter informacdes sobre a composicdo de materiais, estrutura da molécula e formacao de
ligacGes. Através da comparacdo do espectro do IFA e de cada componente das nanoparticulas é
possivel obter informacBes sobre interagdes, compatibilidade, confirmagdo da incorporagdo do
farmaco no sistema e até presenca de ligantes especificos na superficie das nanoparticulas
(CHADHA; BHANDARI, 2014).
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Para avaliacdo do comportamento térmico das matérias-primas e dos sistemas desenvolvidos
a Termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) sdo as técnicas mais
utilizadas. Atraves das analises térmicas é possivel obter informacdes relevantes como pureza,
mudancas de fase polimorfica, alteracdo de estado fisico e decomposicdo dos materiais, sendo
importantes para controle de qualidade das matérias-primas e sistemas obtidos (MANSFIELD,
2015). A TG avalia a perda de massa em eventos térmicos dos materiais, sendo frequentemente
utilizada para estudos de compatibilidade, comparando as curvas de misturas farmaco-excipiente
com as dos ingredientes isolados das formulagbes (CHADHA; BHANDARI, 2014;
MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018).

A DSC é uma técnica termoanalitica na qual sdo medidas a entalpia e temperatura dos eventos
térmicos das amostras submetidas ao aquecimento controlado em atmosfera inerte ao longo do tempo
(MOURDIKOUDIS; PALLARES; THANH, 2018). Eventos térmicos tais como fusdo,
recristalizacdo, decomposicéo e transicdo de vitrea podem ser analisados, permitindo elucidar o
estado fisico dos insumos antes a ap6s obtencao das nanoparticulas e identificar potenciais interacdes
guimicas. No caso de formulacBes lipidicas, o DSC também permite identificar o indice de
cristalinidade de misturas de lipideos e da nanoparticula, bem como avaliar transi¢cdes polimorficas,
podendo ser aprimorado com avaliacdes em DRX (ROCHA et al., 2022; TENGKU-ROZAINA,;
BIRCH, 2019). A difracdo de raios X (DRX) é um dos métodos mais usados para avaliar 0s aspectos
estruturais de amostras e nanocarreadores. A técnica mede a interagdo da difracdo de raios X com
redes cristalinas ou estados amorfos de uma amostra, identificando a estrutura, o tamanho médio dos
cristais e o grau de cristalinidade. Trata-se de um método valioso para entender a cristalinidade da
matriz lipidica nas nanoparticulas, e variagdes polimorficas dos lipideos isolados e no sistema
(RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2012; TETYCZKA et al., 2019).

2.2.1.3 Liofilizacdo

Através da caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas € possivel saber se as mesmas
possuem as propriedades condizentes com a qualidade do sistema, as quais contribuirdo com sua
estabilidade a longo prazo. A estabilidade é uma propriedade importante que traz evidéncias de como
as caracteristicas fisico-quimicas de um produto varia com o tempo sob a influéncia de uma variedade

de fatores ambientais e tambem fatores intrinsecos, definindo suas condi¢fes ideais de
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armazenamento (PEREIRA, 2015; WHO TECNICAL SERIES REPORT, 2018). Em outras
palavras, sua avaliagdo contribui para orientar o desenvolvimento da formulag&o e fornece subsidios
para aperfeicoamento destas, produzindo informacdes sobre a qualidade e seguranca dos produtos.

As nanoparticulas, assim como demais sistemas coloidais, podem sofrer instabilidade fisico-
quimica durante periodo de armazenamento, devido & possibilidade de ocorréncia de agregagdo das
particulas e sedimentacdo, degradacdo dos componentes e até mesmo liberacdo da substancia ativa
para a fase aquosa (MEHNERT; MADER, 2012; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). Isso ocorre
devido ao movimento das particulas em dispersdo que, mesmo com um sistema tensoativo eficaz,
pode levar a choques que a longo prazo favorece aglomeracdo e, consequentemente, inicio de
instabilidade (CALGAROTO, 2018). Assim, uma forma de minimizar esses problemas de
instabilidade é a remocdo de dgua do sistema, ja que as particulas em dispersdo possuem facilidade
de movimentacdo e de reacdo entre os componentes, além de proliferacdo de micro-organismos.
Ademais, materiais secos facilitam obtencéo de medicamentos durante a transposicao de escala.

Entre os processos de secagem disponiveis, a liofilizacdo destaca-se por ndo empregar altas
temperaturas, 0 que € importante para a estabilidade das nanoparticulas e dos IFAs termossensiveis
ou de baixo ponto de fusdo. Tal vantagem se deve ao fato de que a liofilizacdo € baseada na remocéo
da agua por sublimacdo sob condi¢es de baixa pressdo ou vacuo, a qual ocorre em trés etapas:
congelamento (solidificacdo), secagem priméaria (sublimacdo do gelo) e secagem secundéria
(dessorcéo da agua) (HOWARD et al., 2012). Na etapa de congelamento, os cristais de agua se
formam no liquido solidificado, onde uma pequena quantidade de agua ainda permanece no estado
liquido, a qual é conhecida como agua ligante. A secagem primaria estad relacionada com a
sublimacdo da agua no estado sélido, que passa direto da porcdo que foi seca para a superficie da
amostra, seguindo pela secagem da superficie onde o vapor passa da amostra para a camara do
condensador. J& a secagem secundaria consiste na remocdo da agua adsorvida ao produto
(CALGARQTO, 2018; PEREIRA, 2015).

Existem vérias formas de congelamento de nanoparticulas descritas na literatura, tais como
nitrogénio liquido e ultrafreezers com diferentes temperaturas, sendo esta uma etapa de grande
importancia na liofilizacdo, uma vez que tais condi¢fes de congelamento podem influenciar na
eficiéncia de secagem e nas caracteristicas finais do liéfilo, podendo causar problemas as
nanoparticulas. Isso porque, durante a etapa de congelamento da amostra, ocorrem diferentes tensdes

ao produto e a formacao de um concentrado de nanoparticulas que podem se fundir e/ou agregar. Por
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esta razdo, agentes crioprotetores devem ser adicionados as dispersdes de nanoparticulas antes de
iniciar o congelamento (LUO, W. C. et al., 2021; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021). Tais
excipientes atuam para conseguir uma protecao na fase de solidificacéo, devido a formacéo de uma
matriz amorfa em torno das estruturas que promove espacamento entre as particulas, evitando a
agregacdo e facilitando a ressuspensdo das mesmas. Entre os crioprotetores mais utilizados estao
aclcares como a trealose, sacarose, glicose, lactose e manitol (DOKTOROVOVA et al., 2013;
HOWARD et al., 2012).

As pesquisas demonstram diferentes resultados nos processos de liofilizacdo devido a
diversidade de crioprotetores e nanoparticulas estudadas, onde a razéo crioprotetor/nanoparticula é
um critério importante a ser considerado. Geralmente, concentragdes de crioprotetor podem variar
de 5 a 30% para alcancar a estabilidade do sistema e manutencdo das caracteristicas originais apos
redispersdo, podendo ocorrer variagbes nas concentracbes para mais ou para Menos
(DOKTOROVOVA et al., 2013). Alguns estudos relatam proporc¢des de crioprotetor de 1/1 até 1/10
(m/m) em relacéo a quantidade de lipideo na amostra. Entretanto, concentra¢des muito baixas podem
prejudicar a secagem efetiva e inviabilizar a redispersdo, bem como concentragcdes muito altas podem
levar a formac&o de particulas aglomeradas e sedimentacdo. Tudo dependera também da composicédo
das nanoparticulas e concentracdo das mesmas (PEREIRA, 2015; TRENKENSCHUH; FRIESS,
2021). Nesse contexto, é necessaria uma investigacao do tipo e concentracdo de crioprotetores a ser
usados, de modo a conferir a integridade das nanoparticulas durante o processo, mantendo suas
caracteristicas proximas as anteriores a secagem, uma vez que a conservacdo das caracteristicas

originais do produto é um fator importante para uma liofilizacdo bem-sucedida.

2.3 ENSAIO DE PRE-FORMULACAO E OTIMIZAGCAO

A producdo de nanoparticulas é complexa, porque pequenas modificagdes no processo de
fabricacdo afetam as nanoparticulas em termos de caracteristicas fisico-quimicas (ou seja, tamanho
de particula, indice de polidisperséo e forma de particula), parametros biolégicos (ou seja, liberacao,
permeac&o, absor¢do) e atividade farmacologica. Assim, € importante considerar diversos pardmetros
da fabricacdo para se obter uma formulagdo com resultados consistentes. Para isso, € necessario
projetar formulagdes de forma a garantir a qualidade do produto pretendido, o que requer o controle
dos fatores criticos envolvidos na variabilidade do produto e dos métodos.
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O planejamento experimental, também conhecido como Design of experiments (DoE), é uma
abordagem sisteméatica de execucdo de experimentos com objetivos predefinidos para avaliar
parametros que podem influenciar no resultado final. Essa abordagem atraiu muita atencdo
recentemente para a otimizacdo de nanoparticulas, com o intuito obter nanocarreadores com o0s
caracteristicas de qualidade necessarias, baseado na triagem dos atributos criticos do material e
parametros criticos do processo (POLITIS et al., 2017; TAVARES LUIZ et al., 2021). Para isso,
varios modelos matematicos e testes estatisticos estdo disponiveis para avaliacdo dos parametros que
influenciam as caracteristicas fisico-quimicas das formulaces e o efeito desses parametros é avaliado
perante as principais caracteristicas das nanoparticulas.

O DoE é aplicavel quando um grande nimero de variaveis pode interferir nos produtos. Ele
ajuda e entender como os fatores de entrada (variaveis independentes) afetam as respostas (variaveis
dependentes), que sdo os parametros desejados do produto. Assim, é possivel otimizar as respostas
baseado nos parametros a ser analisado em diferentes niveis (JAVED et al., 2022). No caso das
nanoparticulas lipidicas, as caracteristicas desejadas mais avaliadas sdo o tamanho, indice de
polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento do farmaco. Ja os principais fatores que
influenciam nessas caracteristicas estéo relacionados a sua composic¢ao, como o tipo e quantidade de
lipideos, tipos e proporcdes de tensoativos, quantidade de farmaco e proporcao de cada componente
da formulag&o, assim como aos parametros dos métodos de obtencdo, que incluem o tempo e taxa de
emulsificacdo, velocidade de homogeneizacao, tempo e amplitude de sonicacao, pressao e nimero
de ciclos de homogeneizacao, entre outros fatores a depender do método (MUSIELAK; FELICZAK-
GUZIK; NOWAK, 2022; PINTO et al., 2019; TAVARES LUIZ et al., 2021). As etapas de execu¢do
de um planejamento experimental sdo apresentadas por uma matriz, que compreende o plano formal
construido para conduzir o planejamento, incluindo os fatores, niveis e 0s experimentos resultantes
da combinacdo deles. Os experimentos sdo executados em ordem aleatdria para diminuir a
interferéncia de variaveis incontrolaveis. A partir de entdo, sdo realizadas as avaliacGes para obtencédo
das respostas que em seguida sdo analisadas utilizando modelos estatisticos para tratamento e
interpretacdo dos dados (BEHBAHANI et al., 2017).

Os modelos matematicos comumente usados para desenvolver nanocarreadores incluem o
planejamento fatorial fracionado e o completo, e os métodos de superficie resposta como o
planejamento composto central e Box-Behnken. Um experimento fatorial permite observar os efeitos

que varios fatores podem ter sobre uma resposta, onde apenas os niveis estabelecidos para os fatores
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sdo testados, completo ou fracionado, e utilizados no calculo dos efeitos nas respostas. Ja 0s métodos
de superficie de resposta tém niveis adicionais ao estabelecido, onde é possivel avaliar os fatores em
uma regido definida entre os niveis, e estimar quais 0s niveis 6timos dos fatores para uma
determinada resposta (JAVED et al., 2022; TAVARES LUIZ et al., 2021). Independente do modelo
utilizado, um ensaio de pré-formulacdo realizado através do DoE e sua avalia¢do estatistica fornecem
conclusdes mais precisas do que a abordagem aleatéria ou tentativa e erro. Isso porque os resultados
do DoE reduzem o numero de tentativas experimentais e fornecem conjuntos de dados mais
informativos, além de permitir estudar a interacao entre varios fatores e condicoes (BEG et al., 2019;
POLITIS et al., 2017). Dessa forma, € possivel obter as melhores formulagdes e designar a eleita

para ser reproduzida e seguir demais ensaios ao longo da pesquisa.

2.4 AVALIACAO DE CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

Confirmada a qualidade das propriedades coloidais das nanoparticulas, alguns ensaios de
desempenho in vitro sdo necessarios para avaliagdo prévia de cinética, atividade farmacologia e
toxicidade, servindo também para correlacdes in vitro/in vivo. Assim como acontece com a maioria
das formas de farmacéuticas, a qualidade e o desempenho do produto devem ser verificados através
de varios experimentos. Dado que nanoparticulas sdo sistemas de entregas de farmacos, é
imprescindivel que seja avaliada sua liberagdo in vitro para entender a maneira que os IFAs sdo
liberados e poder elaborar seu perfil cinético. A utilidade e importancia dos testes de liberacao in
vitro séo tanto do ponto de vista do desenvolvimento de medicamentos quanto do ponto de vista de
controle de qualidade.

Algumas técnicas sao relatadas para determinar o padrdo de liberacdo in vitro de farmacos
encapsulados em nanoparticulas, como liberacdo direta por agitacdo, agitacdo seguida por
centrifugacdo/ultracentrifugacdo, células de difusdo de compartimento com membranas, e difusdo
através de bolsa de dialise (JAIN; THAREJA, 2019). A escolha do método dependera da
disponibilidade de materiais, adequacdo aos nanocarreadores e farmacos estudados, via de
administracdo simulada no ensaio, praticidade e reprodutibilidade das condi¢Oes. Geralmente, os
mais utilizados s&o as técnicas que usam membranas pois facilitam a remog¢&o das nanoparticulas do
meio de liberacdo para analise sem necessidade de filtracdo (D’SOUZA, 2014; MIRCIOIU et al.,
2019). Entre estes, 0 método de dialise tém sido 0 mais versatil e popular para avaliar a liberacéo de
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farmacos em nanoparticulas para administragdo oral e parenteral, enquanto células de difusdo por
compartimento, como as células de Franz, mais empregadas para administracéo cutanea

No método de bolsa de dialise, as nanoparticulas sdo introduzidas em um saco de dialise de
tamanho de poro previamente definido, que posteriormente é selado e colocado em um recipiente
maior contendo meio de liberagdo, e mantido sob agitacdo e temperaturas constantes. O farmaco
liberado das nanoparticulas é difundido através da membrana de dialise para o compartimento
externo de onde sdo retiradas amostras para analise em intervalos de tempos determinados. Por isso,
a selecdo da membrana com tamanho de poro adequado (MWCO - Molecular Weight Cut-Off) ndo
pode ser esquecida. Além disso, a selecdo do meio de liberacdo de acordo com as condicGes do teste
deve ser avaliada baseado na via de administracdo testada, bem como o volume do meio, visto que a
solubilidade do farmaco no meio € essencial, considerando a manutencdo das condices sink
(D’SOUZA, 2014; HEREDIA et al., 2022). Em geral, a quantidade de amostra contida na bolsa de
didlise é significativamente menor do que o volume do meio externo.

A liberacdo do farmaco das nanoparticulas pode ocorrer atravées de diferentes mecanismos e
0 uso de modelos matematicos permite a elucidacdo desses mecanismos de liberacdo, descreve 0s
perfis de liberacdo e serve para representar e comparar perfis (D’SOUZA, 2014). Entre 0s
mecanismos possiveis estdo o desprendimento do IFA aderido & camada externa, difusdo através da
matriz, relaxamento da matriz, eroséo da matriz e/ou combinacéo de processo de difuséo e eroséo.
Esse comportamento ira depender da solubilidade inerente do farmaco, composicao da nanoparticula,
tipo de nanocarreador, presenca de cargas superficiais. Em matrizes insolGveis ou inertes € comum
gue ocorra a penetracdo de liquido na matriz, seguido de difusdo do farmaco pelos poros deixados
pelo solvente. Neste caso, a matriz permanece inalterada ao longo de toda a difuséo, sendo eliminada
quase que intacta. Entretanto, em algumas matrizes pode acontecer por erosdo ou relaxamento da
matriz, a depender da sua composicdo e as condicdes do meio e temperatura. Também existe a
possibilidade de ocorrer mecanismos combinados (MIRCIOIU et al.,, 2019; SIEPMANN;
SIEPMANN, 2011). Desta forma, modelos matematicos podem ser utilizados a fim de estabelecer
um desses mecanismos, como também classificar o transporte ocorrido.

Entre os principais modelos matematicos utilizados nas pesquisas para avaliagdo dos perfis
de liberacéo estdo o modelo de ordem zero, modelo de primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas,
Peppas-Sahlin, Hixson-Crowell e Weibull. Cada modelo sugere um mecanismo de liberacdo, bem
como o tipo de transporte do farmaco para o meio, que pode ser classificado em difusdo Fickiana
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(caso 1) e difusdo ndo-Fickiana (caso Il) (BRUSCHI, 2015). Na difusdo Fickiana, o transporte do
farmaco acontece segundo as leis de Fick, em que as moléculas do se difundem de uma regido de
maior concentracdo para menor, até que o equilibrio seja atingido e que a taxa de difusdo seja
diretamente proporcional ao gradiente de concentracdo. E um transporte que depende da
concentracdo do farmaco. J& na difusdo ndo-Fickiana, o transporte do farmaco ocorre tanto por
difusdo quanto por relaxamento da matriz, variando a intensidade de atuagéo de cada fator na
liberacdo. Assim, ele pode ser de trés tipos: transporte anémalo, onde a difusdo e o relaxamento
ocorrem na mesma magnitude; transporte caso 11, onde a velocidade de difusdo do solvente é maior
que a velocidade de relaxamento; e transporte super caso Il, onde a velocidade de difusdo do
solvente é muito maior que o relaxamento e, portanto, é o fator determinante do mecanismo de
liberacdo (BAISHYA, 2017; SINGHVI; SINGH, 2011). Todos esses fatores da cinética de liberacado
dependem, principalmente, do tipo de nanoparticula, sua composicdo, a estrutura da matriz, a
quantidade de farmaco encapsulado e a forma como esta disperso no sistema, as quais sdo
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas que também determinam seu desempenho em

VArios outros ensaios.

2.5 CITOTOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR

Avaliacdo de citotoxicidade in vitro em células servem como triagem para avaliar a
toxicidade de novas moléculas e novos sistemas. No caso de farmacos incorporados em
nanocarreadores, em que a atividade biologica pode ser intensificada, é necessario comprovar
também a influéncia na toxicidade. Ensaios de citotoxicidade por meio de cultura celular sdo
utilizados nessa finalidade com sucesso, devido a sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e custo
acessivel (KONG et al., 2011). De acordo com o Orgao Internacional de Padronizac&o (International
Standard Organization - 1SO), ensaios in vitro sdo o0s primeiros testes para se avaliar o quanto um
material é ou ndo biocompativel (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARIZATION, 2009). Isso se deve ao fato de que os estudos com cultura de células serem
capazes de determinar efeitos citotoxicos dos materiais que permanecerao em contato com tecidos
humanos, podendo ser realizados através de técnicas rapidas, reprodutiveis e monitorados os efeitos
ao longo do tempo experimental. As avaliagGes de citotoxicidade podem abranger ensaios efetuados

em matérias-primas, formulagdes em desenvolvimento e produtos acabados.
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Os ensaios de citotoxicidade séo utilizados a fim de avaliar a viabilidade de materiais através
do dano causado a diferentes linhagens de células. Os métodos mensuram os processos metabdlicos
e funcdo mitocondrial das células expostas as diferentes substancias testadas e avaliam a interferéncia
no crescimento celular. Além de verificar efeitos citotoxicos de compostos, podem também medir 0s
resultados da proliferagdo de células e determinar células vidveis (SAHU et al., 2016). Desta forma,
através dos ensaios de citotoxicidade in vitro € possivel selecionar materiais mais adequados para a

aplicacdo in vivo, minimizando assim o nimero de testes em experimentais animais.

26  ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Quando uma molécula ou sistema séo sintetizados para atuar contra um determinado parasita,
uma etapa importante do seu desenvolvimento ¢ avaliar sua atividade in vitro contra o parasita. No
caso da Leishmaniose, ndo ha um modelo de ensaio padronizado para os testes de atividade in vitro.
Além de diferentes métodos, os trabalhos utilizam diferentes cepas do parasito, diferentes formas
evolutivas e diferentes meios de cultura (COHEN; AZAS, 2021). O método cléssico para a triagem
nas formas promastigotas é a contagem direta da cultura de parasitas, submetida ao tratamento com
as amostras em camara de Neubauer, o qual € simples, porém pouco reprodutivel. Outros ensaios
comuns se baseiam em metodologias convencionais, que incluem o ensaio de MTT para avaliacéo
das formas promastigotas do parasita e a microscopia Optica, para as formas amastigotas. Os testes
de MTT para as promastigotas possuem o mesmo mecanismo de funcionamento quando em células,
através da reducdo do reagente pela atividade mitocondrial dos parasitas viaveis. Ja os testes de
microscopia éptica para as formas amastigotas sdo avaliados pela determinacdo da porcentagem de
macrdfagos infectados por contagem em microscépio (ALMEIDA, 2012; DE MUYLDER et al.,
2011).

Tais métodos tém sido relatados como mais laboriosos e que exigem mais tempo, 0 que
promoveu o desenvolvimento de novas alternativas. Métodos mais recentes tém utilizados genes
reporteres que séo transfectados nos parasitas, 0s quais passam a expressar proteinas fluorescentes
que podem ter sua atividade medida por deteccdo colorimétrica. Alguns dos genes reporteres mais
utilizados sdo a p—galactosidase, lactamase e luciferase. E uma ferramenta que esta sendo muito
utilizada como alternativa nos testes de selecdo de candidatos ao tratamento de diversas doencas,
dentre elas as parasitarias (OLIVEIRA, 2014; SANTOS et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados otimizados contendo antimoniato de

meglumina como alternativa terapéutica de uso oral contra leishmaniose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos insumos obtidos;

e Realizar ensaio de compatibilidade farmaco-excipientes e excipiente-excipiente;

e Realizar planejamento experimental para otimizacdo do nanocarreador;

e Obter carreadores lipidicos nanoestruturados contendo antimoniato de meglumina;

e Proceder as caracterizacbes fisico-quimicas e confirmacdo da formacdo dos
nanocarreadores;

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas em condicdes gastrointestinais simulada;

e Avaliar a estabilidade de armazenamento das nanoparticulas em diferentes condicdes de
temperatura;

e Realizar a liofilizacdo do nanocarreador obtido;

e Conduzir ensaios de liberacéo in vitro e perfil cinético das nanoparticulas obtidas;

e Conduzir ensaios de citotoxicidade in vitro das nanoparticulas obtidas;

e Realizar ensaio de atividade leishmanicida dos nanocarreadores.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Os lipidios s6lidos Dynasan® 114 (trimiristrina), Dynasan® 118 (triestearina) e Inwitor® 900K
(Monoestearato de glicerila) foram doados pela 101 Chemical (Hamburg, Alemanha), o Compritol®
ATO 888 (behenato de glicerila) foi doado pela MCassab (Sdo Paulo, Brasil). O lipidio liquido
Miglyol® 812 (triglicerideo &cido caprico/ caprilico) foi doado pela 101 Chemical (Hamburg,
Alemanha) e o &cido oleico foi doado pela Croda (S&o Paulo, Brasil). O agente tensoativo Alkest
CSO 300 (6leo de ricino etoxilado OE30) foi doado pela Oxiteno (Séo Paulo, Brasil) e 0 Span™ 80
(monooleato de sorbitano) foi comprado da Sigma (St Louis, EUA). Por fim, o IFA antimoniato de
meglumina adquirido da Acros Organics (Geel, Bélgica). Agua ultrapura foi obtida pelo equipamento
Milli Q water Ultrapure Simplicity® (Merck, Darmstadt, Alemanha). Além disso, foram empregados
também solventes adequados para a realizacdo de testes de doseamento e outros ensaios dos

laboratérios parceiros.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizacdo do IFA

O antimoniato de meglumina (AM) foi caracterizado quanto suas propriedades fisico-
quimicas através de analises térmicas (DSC, TG/DTG), espectroscopia na regido do infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX), teor de antiménio no IFA, e

solubilidade.

4.2.1.1 Analises térmicas

As analises térmicas do IFA ocorreram pelas técnicas de Termogravimetria (TG/DTG) e
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), baseado no método de Timdteo (2019).
A anélise termogravimétrica (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA) foram realizadas

simultaneamente usando um DTG-60 (Shimadzu, Japdo). Amostras com uma massa de
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aproximadamente 5 = 0,5 mg do IFA foram adicionadas ao cadinho de platina e submetido ao ensaio
sob atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 100 mL/min, razdo de aquecimento de 10
°C/min, m temperatura entre 20 a 600 °C no equipamento DTG-60H Shimadzu®. Os eventos
térmicos e a derivada (DTG) foram determinados pelo software TA-60 Shimadzu®.

Para a avaliagdo por DSC, uma massa de 2,5 £ 0,5 mg foi adicionada & um cadinho de
aluminio que foi hermeticamente selado e submetido a analise sob temperatura de 25 °C a 300 °C,
com razdo de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min, no equipamento
DSC-60 Shimadzu®. Os eventos térmicos e a entalpia foram determinados pelo software TA-60

Shimadzu®.

4.2.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho da amostra analisada foi obtido utilizando pastilhas de KBr como
suporte solido, baseado no método de Aminu (2021). Para preparo da pastilha utilizou-se
aproximadamente 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, os quais foram macerados até a obtencédo
de um po fino. A mistura foi entdo submetida a pressdo de 78,5 KN, empregando prensa hidraulica
Shimadzu® por um periodo de dez minutos. Apds a obtencdo da pastilha de KBr, esta foi analisada
em espectrémetro IRTracer-100 (Shimadzu®), na regido compreendida entre 4000 e 400 cm™, com
45 scans e resolugdo de 8 cm™.

4.2.1.3 Difracdo de Raios-X (DRX)

O grau de cristalinidade do IFA foi determinado pela anélise de difragdo de raios X (DRX),
obtido usando um difratbmetro Smartlab® (Rigaku, Jap3o), equipado com anodo de cobre,
comprimento de onda 1,5443 A. As amostras foram analisadas no angulo de difracdo 2 0 na faixa de
5a60°, com velocidade de varredura de 5 °/min e passo de 0,03 °/s (AMINU et al., 2021). A anélise
foi realizada no Central multiusuario do Departamento de Fisica da UFPE.
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4.2.1.4 Teor de Antimébnio no IFA

O doseamento de antimonio (Sh) no IFA (antimoniato de meglumina, lote A0374354) ocorreu
por Espectrometria de Absor¢cdo Atbmica com Chama (FAAS) conforme preconiza a monografia do
Antimoniato de Meglumina na Farmacopeia (BRASIL, 2019). Em suma, a metodologia foi
empregada em equipamento espectrometro Varian AA, com software SpectraAA- 220 (Varian®,
Awstrdlia), utilizando chama com ar acetileno, lampada de catodo oco para elemento Sb e leitura no
comprimento de onda de 217,6nm e resolucdo do monocromador de (0,20 + 0,10) nm. A amostra foi
preparada como uma solucdo de antimoniato de meglumina a 30% (p/v) em &gua e diluida 2500
vezes com uma solugdo de &cido cloridrico 6 M. Foi construida uma curva de analitica com padréo
de antimonio (Sb203 em HCI 2 mol/L, 1000 mg/L, lote BCCC3110, Merck) com cinco pontos, no
intervalo de concentracdo de 10 a 50 pg/mL por diluicdo na solugdo de acido cloridrico 6 M. A
solucdo de HCI 6M também foi usada como zero para as analises. A partir da concentracéo de Sh
determinada foi obtido o teor de Sb no antimoniato de meglumina. A analise foi realizada na Central

multiusuario do Centro Regional de Ciéncias Nucleares (CRCN) em Recife.

4.2.1.5 Ensaio de solubilidade

O ensaio de solubilidade em &gua e tampdes foi realizado pelo método da agitacéo orbital em
frascos (shake flask), baseado na Farmacopeia 62 edicdo (BRASIL, 2019). Resumidamente, 350mg
de AM foram colocados em tubos de ensaio com 1mL de agua, solucdo tampédo de HCI pH 1,2,
solucdo tampdo fosfato de pH 6,8 ou solucdo tampao fosfato de pH 7,4 e submetidos a agitagdo de
100 rpm a37,0 + 1,0 °C por 72h. Os doseamentos das aliquotas foram realizados por FAAS conforme
item 1.2.1.5. A solubilidade foi expressa em mg/mL de antimoniato de meglumina, levando-se em

consideracao o teor de antimonio doseado. O ensaio foi realizado em triplicata, para cada solvente.
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4.2.2 Ensaio pré-formulacéo

4.2.2.1 Triagem de lipideos

Uma série de lipideos solidos (Dynasan® 114, Dynasan® 118, Compritol® ATO, Imwitor®
900Kk) e dois lipideos liquidos (Miglyol® 812 e Acido oleico) foram combinados e analisados
separadamente ao comportamento térmico da mistura lipidica. As misturas fisicas na propor¢édo
1:1 de cada lipideo solido com cada lipideo liquido foram submetidas a analise por DTA conforme
item 4.2.1.1 até 200 °C, para analise da entalpia e temperatura dos eventos de fusdo, bem como a
cristalinidade da mistura lipidica.

4.2.2.2 Ensaio de compatibilidade

Um ensaio de compatibilidade farmaco-excipientes foi realizado para triagem dos
componentes que seriam usados no desenvolvimento dos CLNs. Uma andlise com diversos lipideos
solidos e liquidos, com os tensoativos e o IFA isolados, em forma de misturas binarias e misturas da
formulacdo completa foi realizada por TG/DTG, DTA e FTIR, de modo a avaliar possiveis
incompatibilidades entre os componentes. Alteracfes drasticas como deslocamento, surgimentos ou
desaparecimento de eventos térmicos, bem como surgimento/desaparecimento de bandas no espectro
do infravermelho comparados ao perfil original dos compostos isolados foram avaliados quanto a
indicacdo de incompatibilidades. Os componentes que apresentarem compatibilidade foram

utilizados para obter os CLNSs.

4.2.2.3 Projeto experimental e otimizacao dos CLNs

Um design de experimentos (DoE) foi realizado para ajustar todos os parametros necessarios
para a sintese de nanoparticulas lipidicas com os melhores pardmetros de tamanho, indice de
polidispersdo e eficiéncia de encapsulamento, ou seja, menor tamanho e Pdl, e maiores potencial
zeta e eficiéncia e encapsulamento. As formulagdes testadas foram compostas pelos pares de
lipideos escolhidos baseado na triagem de lipideos por DTA, e por uma quantidade de 10% de
tensoativos, sendo o tipo de tensoativo e a proporcao entre tensoativos hidrofilico e lipofilico
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baseados nos ensaios de EHL obtido em experimentos prévios. Assim, foi realizada uma triagem
da composicdo lipidica da formulagdo e dos pardmetros do método de obtencdo que influenciam
nas caracteristicas das nanoparticulas, ainda sem o farmaco. Para isso, foi desenvolvido um DoE
do tipo central composto, com 4 fatores, 2 niveis e replicacdo de ponto central, cujas variaveis
independentes foram a quantidade total de lipideos na formulacéo, a propor¢éo entre lipideos sélido
e liquido, a poténcia e tempo de sonicacdo. As varidveis dependentes escolhidas foram o didmetro
médio, Pdl e potencial zeta. Esta metodologia de superficie resposta exigiu 31 execucdes

experimentais, cujo desenho experimental estd mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis empregadas no planejamento central composto para os ensaios com CLNs sem o

farmaco
Fatores Niveis
(-1) (+1)
Quantidade de lipideo (% p/p) 6 10
Proporcao de lipideo 65/35 85/15
solido/liquido (% p/p)
Poténcia 40 70
(amplitude %o)
Tempo (min) 4 10

Fonte: dados da pesquisa

Com base nos resultados da triagem desse planejamento experimental, foram padronizados
0 tempo e poténcia de sonicacdo e estabelecida a faixa de quantidade de lipideos e proporc¢édo de
lipideo sélido/liquido que desenvolveram as nanoparticulas com melhores caracteristicas. Esses
parametros foram utilizados para desenvolver um novo experimento central composto com dois
fatores, dois niveis e repeticdo do ponto central, agora com CLNs contendo farmaco, para
otimizacdo da formulacdo e avaliagcdo da eficiéncia de encapsulamento. O experimento resultou
em 13 execuc0es, cujo didmetro médio, Pdl, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento foram

usados como variaveis dependentes. O desenho experimental gerado estd mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Variaveis empregadas no planejamento central composto para otimizacdo dos CLNs contendo

farmaco
Fatores Niveis
(-1) (+1)
Quantidade de lipideo 6 8
(% p/p)
Proporcao de lipideo 65/35 85/15
solido/liquido (% p/p)

Fonte: dados da pesquisa.

4.2.3 Obtencédo dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNSs)

Os CLNs foram preparados pela técnica de emulsificagdo multipla por ultrasonicacdo a
quente. A fase oleosa (O) composta pelo lipidio solido, lipidio liquido e tensoativo lipofilico (Span
80) e a fase aquosa interna contendo o farmaco a 300 mg/mL (A1), que correspondeu a 29% da
fase oleosa, foram aquecidos separadamente a uma temperatura £60 °C superior do ponto de fusao
do lipideo solido. A fase aquosa foi vertida lentamente na fase oleosa, sob agitagdo magnética por
1 min para formacdo da emulsdo primaria A1/O. Em seguida, a fase aquosa externa (Az) contendo
o tensoativo hidrofilico (Alkest CSO 300), também aquecida a mesma temperatura e adicionada a
emulsdo primaria, sendo submetidos & ultrasonicacio usando um sonicador de sonda (Ecosonics®
QR'800, Sdo Paulo). A emulsdo formada (A:1/O/A;) foi arrefecida para atingir a temperatura
ambiente e formar o CLN por recristalizacdo da fase lipidica (BECKER PERES et al., 2016). A
quantidade de lipideos e os parametros de sonicacdo foram definidos pelo DoE. Ja a concentracéo
de tensoativos total foi fixada em 10% da formulacdo, onde a proporcdo tensoativo
hidrofilico/lipofilico foi de 75% e 25% respectivamente, baseado em estudo prévio de EHL. Um
CLN branco foi obtido da mesma forma, sem a presenca do farmaco na A:. A melhor formulacao
obtida nesse DoE sera selecionada para dar continuidade ao estudo, onde foi repetido o CLN para

caracterizacdo e demais ensaios.
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4.2.4 Caracterizacdo dos CLNs

4.2.4.1 Diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

O didametro médio e o indice de polidisperséo (Pdl) das nanoparticulas foram determinados
a25°C com um angulo de incidéncia de luz fixa de 90° por dispersdo dindmico de luz (DLS) usando
um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). O potencial Zeta (PZ) foi medido
por mobilidade eletroforética no mesmo equipamento (CAVALCANTI et al., 2018). Para as
medicdes, todas as amostras foram diluidas em agua ultrapurificada 1:10. Todas as analises foram
realizadas em triplicata.

4.2.4.2 Valor de pH

A determinacdo do pH das formulaces foi realizada através de pHmetro digital de bancada
(Micronal -B474), seguindo metodologia adequada para formas farmacéutica liquidas e preconizada
pela 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019). As leituras foram realizadas em

temperatura ambiente e em triplicata.

4.2.4.3 Analises térmicas

Termogravimetria foi realizada para avaliar a estabilidade térmica dos CLNs em disperséo,
conforme item 4.2.1.1. A avaliacéo da cristalinidade da matriz lipidica dos CLNs foi realizada através
da técnica de DSC, conforme método descrito no item 4.2.1.1. O indice de recristalizacdo, ou
cristalinidade relativa dos CLN, foi determinado a partir da entalpia de fusdo da dispersdo de CLN

e do lipideo sdlido, de acordo com a equacdo 1:

IR = AHNP

= — Eq.1
AHLS x fase lipidica

Onde, AHnp ¢ a entalpia de fusdo dos CLNs, AHis é a entalpia de fusdo do lipideo solido e a fase

lipidica é a quantidade de lipideo sélido presente na nanoparticula (MADUREIRA et al., 2015).
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4.2.4.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de FTIR foi realizada para confirmar a incorporacdo do farmaco nas
nanoparticulas em dispersao e as possiveis interacdes entres os componentes. A andlise foi realizada

de acordo com o método descrito no item 4.2.1.2.

4.2.4.5 Difracdo de Raios-X (DRX)

O grau de cristalinidade e a presenca de formas polimdrficas da matriz lipidica das
nanoparticulas em disperséo foram determinados pela analise de difracdo de raios X (DRX), obtidos

usando conforme método descrito no item 4.2.1.3.

4.2.4.6 Determinagéo da eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento do farmaco foi determinada pelo método indireto
(CAVALCANTI et al., 2018). As dispersdes dos CLNs diluidas em agua ultrapura (1:5) foram
separadas do farmaco ndo encapsulado (livre) por ultrafiltracdo, utilizando filtros de centrifuga
Amicon Ultra-0,5 (Millipore, Darmstadt, Alemanha) com tamanho de poro de 30 kDa, e
centrifugadas a 7500 rpm por 45 minutos (Daiki DTC-16000). A fase dispersante separada
contendo o farmaco livre (ndo incorporado) foi coletada, diluida em solucdo de HCI 6M para
quantificacdo do AM por FAAS conforme método descrito no item 1.2.1.5. CLNs sem o farmaco
foram preparadas da mesma forma e utilizadas como branco (NPB). A eficiéncia de
encapsulamento (EE) do farmaco nas nanoparticulas foi calculada de acordo com a equacao 2:

Ctotal-Clivre
Ctotal

EE (%) = x 100 Eq. 2

Onde Ciotal € a quantidade de farmaco total na nanoparticula e Ciivre € a quantidade de farmaco nao
incorporado doseado apds filtragem.
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4.2.5 Estudo de estabilidade dos CLN sob condig6es do TGl

A estabilidade fisica das nanoparticulas preparadas foi avaliada em condicGes
gastrointestinais simuladas, baseado na metodologia de Dong e colaboradores (2018). O ensaio foi
realizado em meio simulado géstrico com tampdo HCI pH 1,2 e meio simulado intestinal com
tampao fosfato pH 6,8. Resumidamente, 500 puL dos CLNs foram colocados em 5mL dos meios e
incubados a 37 °C sob agitacdo de 100rpm, durante 2h e 4h nos meios gastricos e intestinais
respectivamente. As amostras foram avaliadas quanto ao didmetro médio das nanoparticulas, Pdl

e potencial zeta em aliquotas retiradas em intervalos de tempos pré-definidos.

4.2.6 Determinacao da estabilidade de armazenamento

As dispersdes dos CLN foram divididas e armazenadas em temperatura ambiente (30° *
2°C) e sob refrigeracdo (4° + 0,5°C). Ao longo do periodo de armazenamento, andlises das
propriedades fisico-quimicas foram realizadas em intervalos de tempo pré-determinados (7, 15, 30,

45 dias), monitorando o diametro médio, Pdl, potencial zeta, pH e eficiéncia de encapsulamento.

4.2.7 Liofilizagdo dos CLNs

CLNs recém-formulados foram utilizados para os testes de liofilizacdo. Nesse ensaio,
diferentes crioprotetores em diferentes concentracfes foram testados, bem como diferentes formas
de congelamento. Foram escolhidos a maltodextrina, manitol, lactose e trealose como
crioprotetores, os quais foram utilizados em forma de solugéo nas concentragdes de 30%, 60%,
100%, 125%, 185% em relacdo a quantidade de lipideo (m/m), sendo adicionados na proporcao de
1:2 ou 1:5 (v/v) aos CLNs. As amostras foram armazenadas em frascos de penicilina e levadas para
congelamento em ultrafreezer a -80°C durante a noite (12h), ou rapidamente congeladas em
nitrogénio liquido. A liofilizagdo foi realizada por 4 dias usando no equipamento LIOTOP®
(modelo L101), sob pressao de cerca de 30 mmHg e temperatura de -54 °C. Os CLNs liofilizados
foram armazenados em temperatura ambiente durante o tempo do ensaio de estabilidade e, em
intervalos de tempos definidos, foram redispersas em agua ultrapura na mesma quantidade presente

antes da liofilizacdo, seguidos de homogeneizacdo em agitador magnetico por 15 minutos. As
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amostras redispersas foram levadas para avaliacdo de didmetro médio, Pdl, potencial zeta e

eficiéncia de encapsulamento.

4.2.8 Ensaio de liberacdo in vitro

Ensaios de liberacdo do farmaco in vitro dos CLNs foram conduzidos de acordo com a
técnica de bolsa de dialise (LUAN et al., 2015). Membranas de dialise de acetato de celulose com
tamanho de poro de 12-14 KDa (SERVAPOR®, Alemanha) foram embebidos em &gua ultrapura
12h antes do ensaio. Para o teste, 3 mL da solugdo do AM e dos CLN em dispersdo foram
colocados, separadamente, na bolsa de didlise selada em ambas as extremidades e entdo colocado
em um béquer contendo 30 mL do meio de liberacdo, sob agitacdo de 100 rpm em banho-maria a
37 £ 1 °C. O ensaio foi conduzido consecutivamente em diferentes meios, simulando a
administracdo oral, sendo 2h em tampdo HCI pH 1,2 (meio géstrico), 4h em tampé&o fosfato pH 6,8
(meio intestinal) e tampdo fosfato pH 7,4 (circulagdo sanguinea) até o fim do ensaio. Em todos os
estagios, 2 mL de meio de liberacdo foi retirado nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 3h,
4h, 5h, 6h, 8h, 12h, 24h, 36h e 48h, e a mesma quantidade de meio fresco foi reposto para manter
o0 volume constante e as condic@es sink. A concentracdo de AM nas aliquotas retiradas foi medida
por FAAS, segundo método do tépico 4.2.1.4, utilizando curva analitica com padrdo de antiménio
no intervalo de concentragao entre 1 e 50 pg/mL. A solugdo de HCI 6M foi usada como zero para as
analises, bem como as solucdes tampéo de cada etapa foram utilizadas como branco. Os resultados
foram expressos pela porcentagem cumulativa de droga liberada em funcdo do tempo, que foi
calculada baseada na quantidade total de farmaco adicionada ao ensaio. Um segundo ensaio de
liberacdo foi realizado ap6s o processo de liofilizacdo das nanoparticulas. Neste caso, 0 CLN4
liofilizado foi redisperso em agua ultrapura, na mesma quantidade presente antes da liofilizacéo, e
3 mL desta dispersdo foi utilizada no ensaio de liberagédo, o qual seguiu 0 mesmo protocolo citado
acima

A cinética de liberacdo do farmaco foi estimada usando o DDSolver, a fim de encontrar o
modelo cinético mais adequado. Foram testados os modelos ordem zero, primeira ordem, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e Hixon-Crowell. O coeficiente de determinacdo (R?) e o
coeficiente de determinagdo ajustado (R%justado) foram calculados para determinar o modelo de

melhor ajuste.
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4.2.9 Ensaio de viabilidade celular

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT. Os
macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura, colocados em placas de
96 pocos e incubados por 24 h a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Apds esse tempo, 0s compostos
(AM, CLNs e Glucantime) foram adicionados nas concentragdes entre 6,25 e 800 pg/mL e
incubados novamente por um periodo de 72 h. Foram utilizados po¢os apenas com meio de cultura
como controle positivo e a Miltefosina como controle negativo. Apés a incubacéo foi acrescentado
25 pL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazélio) a 5 mg/mL em PBS,
seguida de uma nova incubacéo por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura
juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO foi adicionado por pogo para
solubilizacdo dos cristais de formazan resultantes da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da
absorbancia a 570 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
concentragdo citotoxica para 50% da cultura (CCsp) foi determinada por analise de regressdo pelo

software GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.

4.2.10 Ensaio de atividade leishmanicida em promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e L.
infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s
(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 0,0025 mg/mL de hemina e 1% de
penicilina-estreptomicina (meio completo). Parasitas na fase exponencial de crescimento foram
utilizados em todos o0s experimentos. Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram
contados e diluidas em meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 108 células/mL. Os parasitas
foram incubados a 26°C na presenca de diferentes concentraces das amostras (6,25 a 800ug/mL)
por 72h. Apo0s a incubacéo, os pocos foram lavados e foi adicionada solucdo de CPRG (500uM,
0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubacédo por 10 minutos, a 22°C. Foi realizada
a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdémetro THERMO SCIENTIFIC 70 Multiskan FC.
Os resultados foram expressos como porcentagem de reducdo da absorbancia dos pogos com as
amostras em comparagdo com parasitas ndo tratados. A Miltefosina foi utilizada como controle

positivo e 0 meio de cultura foi utilizado como controle negativo. Os valores de ICso foram
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calculados por andlise de regressdo utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi
realizado em duplicata.

4.2.11 Ensaio de atividade leishmanicida em amastigotas

Para esta avaliacdo, macréfagos RAW 264.7 (0,2 x 10° células/poco) foram incubados para
aderéncia por 1h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Apos essa incubagdo inicial foram
acrescentadas promastigotas de L. amazonensis ou L. infantum na proporcdo de 15 parasitas/
macrdfago, por um periodo de 6 h, a 37 °C e 5% de CO,. Os parasitas ndo internalizados foram
removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes concentracdes
dos compostos (6,25 a 800 pg/mL) por 72h, a 37°C e 5% de CO,. Amastigotas incubadas apenas
com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados como controle negativo e positivo,
respectivamente. Apds a incubagéo, os pocos foram lavados, 0 meio RPMI foi substituido e foi
adicionada solucdo de CPRG (chlorophenol red beta-D-galactopyranoside), seguida de nova
incubacdo por 2-6 h, a 37 °C. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro
THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Os resultados foram expressos como porcentagem de
reducdo da absorbancia dos po¢os com as amostras em comparagdo com parasitas ndo tratados. Os
valores de I1Cso foram calculados por analise de regressao utilizando o software GraphPad Prism.

Cada ensaio foi realizado em duplicata.

4.2.12 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, exceto quando mencionado
contréario, e os valores foram expressos como média + desvio padrdo (n=3). As avaliagdes
estatisticas foram realizadas por comparacdo entre varios grupos de estudo usando ANOVA one-
way com pos teste t-stundet no software Graphpad Prism® 5 (EUA). Valor de p < 0,05 foi
considerado significativo. O DoE foi realizado no software Minitab® 18 (EUA). Os graficos foram

construidos e avaliados pelos softwares Origin® 8.5 ou Graphpad Prism® 5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  CARACTERIZACAO DO IFA

Durante desenvolvimento de medicamentos é imprescindivel o controle de qualidade de
matérias-primas, principalmente insumos farmacéuticos ativos. Para isso, sdo realizados ensaios
de fisico-quimicos dos materiais para confirmacdo das propriedades conforme as especificagdes.
No caso do antimoniato de meglumina, sua estrutura exata ainda permanece pouco compreendida,
onde alguns estudos sugerem que 0 AM ndo possui uma estrutura Unica, € sim uma mistura de
complexos de coordenagéo entre o antimonio e a meglumina (DE MORAES FLORES et al., 2002;
DEMICHELI et al., 1999; FABRINO, 2021; ROBERTS; MCMURRAY; RAINEY, 1998). Além
disso, avaliacBes em espectroscopia de infravermelho, difracdo de raios X e andlises térmicas
também sdo escassas, sendo esse 0 motivo de poucos estudos para comparacao dos resultados do
presente trabalho.

5.1.1 Analises térmicas

Na curva de DSC mostrada na Figura 4a, pode ser observado o primeiro evento térmico,
que possui natureza endotérmica (AH -212,51 J/g) e pico em torno de 110,80 °C, o qual esta
relacionado com evento de fusdo do AM, bem como associado a perdas de agua de solvatacdo. O
inicio do evento exotérmico de termodecomposi¢cdo pode ser observado no final da curva, a partir
de 250°C. Observa-se também que ndo ha picos bem definidos de eventos térmicos que indiquem
cristalinidade no IFA, sugerindo que 0 mesmo se encontra no estado amorfo. A analise
termogravimétrica do AM esté representada na Figura 4b, que mostra a perda de massa em fun¢éo
da temperatura. Como pode ser observado na curva do TG, existem trés eventos térmicos: o
primeiro entre 65,9 °C e 130,8 °C, com perda de cerca de 15,3% de massa, atribuida a eliminagéo
da agua de solvatacéo; o segundo entre 254,9 °C e 305,6 °C, com perda de cerca 28% de massa,
atribuida ao inicio de decomposicéo; e o terceiro evento entre 553 °C e 599 °C, com perda de cerca
de 14% de massa atribuida ao evento final de decomposic¢éo, com perda de matéria orgénica. Nao
houve decomposigdo completa da amostra devido a faixa de temperatura avaliada, bem como ao

residuo se tratar de oxidos de antiménio (~35%), os quais se decompdem em temperaturas muito
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elevadas ndo avaliadas em TG. Esses resultados estdo em consonancia com os encontrados por
outros estudos (FERREIRA, 2010; SILVA, 2016). Martins (2007) ainda mostrou que o evento de
decomposicdo que se inicia depois de 500 °C estd relacionada a decomposicdo do ligante

meglumina, que finaliza apos 650 °C, resultando apenas residuos do antimdnio em 900 °C.

Figura 4 - Curvas de DSC (a) e TG/DTG (b) do antimoniato de meglumina.
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Fonte: autoria propria.
5.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro vibracional na regido do infravermelho do AM obtido estad mostrado da Figura
5, onde estdo destacadas as principais bandas. Em 3410cm™ pode ser vista uma larga banda
correspondente as vibragdes do estiramento dos grupamentos -OH e -NH de alcoois primarios e
aminas secundarias, 0s quais sao bastante presentes na molécula de AM. Em seguida, existem as
bandas em 2800 cm™ correspondente aos estiramentos -CH de alcanos, em 1641 cm™ referente ao
dobramento no plano -NH de aminas secundarias, em 1465 cm™ da deformagéo angular no plano
dos grupos C-O e em 1060 cm referente ao estiramento dos grupos C-N e C-O do alcool primario
e secundario sobrepostos. Por fim, a ligacdo do atomo de antiménio pode ser visualizada na banda
em 601 cm™, que corresponde ao estiramento Sb-O. Outros estudo também mostraram resultados

semelhantes das principais bandas do espectro do AM (DEMICHELLI et al., 1999; FABRINO,
2021; NAVAEI et al., 2014; SILVA, 2016).
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Figura 5 - Espectro no infravermelho do antimoniato de meglumina
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Fonte: autoria propria.

5.1.3 Difracdo de Raios-X (DRX)

O AM apresenta-se como um po branco e finamente divido. Seu difratograma (Figura 6)
mostra um padrdo tipico de substancias amorfas e de geometria estrutural indefinida, em
conformidade com a literatura (FREZARD; DEMICHELLI; RIBEIRO, 2009; SILVA, 2016). Isso
pode ser favoravel para que haja maior incorporacdo de farmaco dentro de matrizes lipidicas, uma
vez que requer menor gasto energético para que seja incorporado, bem como se adapta melhor a
diferentes graus de cristalinidade dos lipideos na matriz (PRADO; ROCHA, 2015). Ademais, esse
resultado corrobora os resultados propostos no DSC.
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Figura 6 - Gréfico de difracdo de raios X do antimoniato de meglumina
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5.1.4 Teor de Antimdnio no IFA e solubilidade

O antimoniato de meglumina (AM) é uma IFA composto de &omos de antimonio
complexado a moléculas de meglumina, conforme mencionado anteriormente. Um dos ensaios de
controle de qualidade do IFA é a quantificacdo do teor de antimbnio na matéria-prima, visto que
para o doseamento do AM nos diversos ensaios em que 0 mesmo € utilizado, ocorre a quantificacdo
de antiménio presente na amostra atraves da espectroscopia de absorcao atdmica (FAAS). Dessa
forma, sabendo-se o teor de antiménio no AM, € possivel calcular a concentracdo de AM em
quaisquer ensaios em que o mesmo for utilizado, como no teste de solubilidade, na eficiéncia de
encapsulamento dos CLNs, nos ensaios de liberagéo, citotoxicidade, entre outros.

Segundo a monografia do AM na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019), a porcentagem
de antimonio presente no IFA deve estar entre 26 e 28% na forma de Sh®*, sendo o Sh** doseado
apenas para ensaios de pureza devido sua maior toxicidade. Entretanto, o método de doseamento
de antiménio recomendado pelo compéndio, através de FAAS, ndo é capaz de distinguir entre as
espécies Sb>* e Sb3*, visto que para essa especiacio deve ser empregada a geragdo de hidretos
acoplada a espectroscopia de absorcdo atdbmica (FERREIRA et al., 2014; LIMA, 2019). Portanto,
a quantificacdo do teor de antimdnio realizada foi baseada na quantidade total do metal, sem
diferenciacéo entre espécie oxidada ou reduzida, a qual podera ser utilizada para doseamento de

AM nos demais ensaios empregando-se os calculos necessarios.
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Baseado nos resultados de dois ensaios independentes realizados em triplicata, foi revelado
um teor médio de 31,10 + 0,91% de Sb no AM, cuja curva analitica esta apresentada na Figura 7
Tal resultado estd em acordo com a especificacdo do fabricante, que informa uma faixa entre 30 e
34% de Sb na materia-prima. Assim, o teor encontrado de antiménio no AM sera utilizado
doravante para célculo da concentracdo da solucdo de AM, nos demais ensaios necessarios e na

obtencdo das nanoparticulas.

Figura 7 - Curva analitica utilizada para quantificagdo do teor de antiménio por FAAS
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Quanto aos ensaios de solubilidade, estes foram realizados tanto em &gua como em
diferentes tampdes, visando conhecer a concentracdo maxima de AM nesses meios. Ficou
demonstrado que o antimoniato de meglumina possui uma solubilidade aquosa de 305,75 + 4,21
mg/mL, além de solubilidade em tamp&o HCI pH1,2 de 309,05 + 3,12 mg/mL, em tampao fosfato
pH 6,8 de 302,81 + 0,98 mg/mL e tampéo fosfato pH 7,4 de 301,85 + 1,53 mg/mL. Houve uma
pequena diferenca de solubilidade nos meios, sendo maior no pH mais baixo, o que é condizente
com a maior facilidade de dispersdo do AM em valores de pH &cidos devido a dissocia¢do do
complexo antimdénio-meglumina. De acordo com as farmacopeias brasileira e americana,
substancias que solubilizam 1g de soluto em volumes de 1-10mL de solvente, ou seja, que possuem
solubilidade de 100mg/mL até 1g/mL, s&o consideradas facilmente soliveis (BRASIL, 2019; USP,
2021). Sendo assim, 0 AM ¢é considerado um IFA facilmente solivel em agua e nos tampdes
testados. Além disso, o resultado de solubilidade aquosa foi similar (300mg/mL) ao que é reportado
na literatura (BRASIL, 2019; FREZARD et al., 2008; MARTINS et al., 2006). Portanto, através
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desses resultados foi possivel conhecer as concentragfes maximas que podem ser utilizadas para a
preparacdo da solugdo de AM utilizada para desenvolver os CLNs, bem como nos ensaios de

liberacdo in vitro dos nanocarreadores sob condicées sink.

52  ENSAIOS DE PRE-FORMULACAO

5.2.1 Triagem de lipideos

Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLNs) se diferenciam de Nanoparticulas
Lipidicas Sélidas (NLS) pela presenca de um lipideo liquido na sua composi¢do, que confere a
vantagem de reducdo da rigidez que a cristalinidade que o lipideo solido possui, permitindo maior
encapsulamento de farmacos e menor expulsdo dos mesmos dentro da matriz devido as transi¢des
polimérficas ocorridas ao longo do tempo. Assim, diferentes lipideos sélidos e liquidos podem ser
usados para obtencdo de CLNs com diferentes graus de cristalinidade, a depender da composic¢ao
(diferentes acidos graxos, mistura de mono-, di- e triglicerideos) e proporcao de lipideos utilizada
(PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). A selecdo da mistura lipidica € etapa crucial para a producao
de CLNs com caracteristicas fisico-quimicas adequadas para sua aplicacdo. Nesse trabalho foram
avaliados cinco lipideos solidos e dois liquidos a temperatura ambiente (Tabela 3), cujas

composic¢des diferem nos graus de rigidez que podem conferir a matriz lipidica da nanoparticula.

Tabela 3 - Lipideos utilizados para obtengdo das nanoparticulas e suas propriedades fisico-quimicas

Lipideo Composicéo Estado  Temperatura Ordenacéo da
fisico de fuséo matriz
Dynasan® triglicerideo do &cido miristico solido +57°C Altamente
114 (C:14) ordenado
Dynasan® triglicerideo do &cido estearico solido +73°C Altamente
118 (18:0) ordenado
Compritol® mistura de mono- di- e solido +70°C Ordenado
ATO 888 triglicerideos do &cido beénico
(C:22)
Imwitor® mistura de mono- e solido +61°C Ordenado
900K diglicerideos dos &cidos

palmitico (C:16) e estearico
(C:18)
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Miglyol® 812 triglicerideo dos &cidos liquido -5°C Desordenado
caprilico (C:8) e céaprico
(C:10)
Acido oleico - liquido +14°C Desordenado

Fonte: autoria propria.

Para obter informacg6es relacionadas ao estado fisico e cristalinidade dos lipideos sélidos
puros e confirmacdo de alteracBGes da cristalinidade nas misturas fisicas com lipideos liquidos,
pode-se fazer uso das analises térmicas, avaliando alteracdes nas temperaturas e entalpias de fuséo.
Nesse sentido, as misturas binarias entre os diferentes lipideos solidos e liquidos utilizados nessa
pesquisa foram avaliados por DTA, cujos resultados estdo apresentados na Figura 8.

Através das curvas de DTA, pode-se observar que todos os lipideos solidos apresentam um
evento endotérmico nas faixas de temperaturas de fusdo, com picos de fusdo bem definidos. As
temperaturas de fusdo estdo de acordo com as especificacGes dos fabricantes e similares a outros
estudos (DE SOUSA MARCIAL; CARNEIRO; LEITE, 2017; SAKELLARI et al., 2021;
SEVERINO et al., 2012). Sabe-se que dentro da faixa de temperatura na qual ocorre o evento de
fusdo do lipideo, a diferenca entre as temperaturas do pico de fuséo e a temperatura de inicio estéo
relacionadas com a organizacdo da estrutura cristalina, sendo que uma maior a diferenca entre essas
temperaturas revela uma maior a desordem da estrutura (ROCHA et al., 2022; SEVERINO et al.,
2012). Sendo assim, pode-se inferir que o Imwitor apresenta a estrutura mais desordenada do que
os demais lipideos, visto que apresentou a maior diferenca (aprox. 9°C). Isso corrobora o fato de
que lipideos que sdo compostos por misturas de acidos graxos ou misturas de mono- e diglicerideos
possuem menor cristalinidade (KOVACEVIC; MULLER; KECK, 2020; PATHAK; KESHRI;
SHAH, 2011), como é o caso deste.
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Figura 8 - Curvas DTA dos lipideos sélidos e suas misturas com os lipideos liquidos
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Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasanll14; Dynl118 = Dynasan118; Comp =

Compritol; Imwi = Imwitor; AIk30 = Alkest 30.

Quando foram avaliadas as misturas fisicas com os lipideos liquidos, ndo foram observadas
mudancas bruscas na temperatura de fusdo da mistura comparado ao lipideo solido puro, o que é
possivel notar através das proximidades dos picos das curvas DTA, sendo a mistura Comp+Olei a
que apresentou maior reducdo (9,5°C). Além disso, foram notérios o alargamento e a reducdo dos
picos de fusdo, sendo o primeiro mais proeminente nas misturas com Compritol e Imwitor
(misturas de glicerideos), e o segundo nas misturas com Dynasan 114 e 118 (triglicerideos). Tal
ocorrido pode estar relacionado ao fato que com as misturas de glicerideos houve uma maior
extensdo de solubilidade nos lipideos liquidos, a qual proporcionou uma mistura de cristalinidade
reduzida e variagdes polimorficas que causam fusdo em faixa maior, enquanto nos triglicerideos
pode ter prevalecido uma mistura fisica em detrimento a solubilidade com o lipideo liquido, que
resulta em fusdo a uma temperatura intermediaria as substancias (DA SILVA et al., 2016;
SEVERINO et al., 2017; ZHENG et al., 2013). Isso porque, misturas de glicerideos possuem um
ou mais grupos hidroxila livres na molécula que podem interagir melhor com lipideos mais polares,
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como &cidos graxos livres e triglicerideos de cadeia média, possibilitando uma maior solubilizacéo,
tal como ocorreu com Imwitor e Compritol. Ja triglicerideos de cadeia longa como Dynasan114 e
118, sdo mais apolares e interagem menos com lipideos mais polares (BORUGADDA; GOUD,
2014; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). Ainda assim, em todas as misturas
ocorreram diminuicdo das entalpias de fusdo, cujos valores detalhados podem ser vistos no
Apéndice A. O Miglyol conseguiu promover maiores redugdes nas entalpias de fusdo, alcancando
uma reducdo de 134,71 J/g para a mistura com o Dynasanl114 e 148,88 J/g no Dynasanl118,
enquanto o Acido oleico atingiu 0 méaximo de reducdo na mistura com Compritol e Imwitor,
exibindo uma diminuicdo de energia de 35,40 J/g e 94,97 J/g respectivamente.

Pesquisas demonstram que o uso de misturas binérias em caracterizagdes térmicas fornece
informacdes sobre a solubilidade e eventuais interacdes dos lipideos (ANDRADE et al., 2020;
ROCHA et al., 2022). A reducdo da entalpia e da temperatura de fuséo dos lipideos sélidos quando
em mistura com os lipideos liquidos pode ser atribuida a solubilidade parcial destes, facilitando o
processo de fusdo que ird requerer menos energia (CAVENDISH et al., 2020; SEVERINO et al.,
2012). Sendo assim, quanto menor a entalpia envolvida na fusdo da mistura de lipideos, maior a
reducdo de cristalinidade da matriz lipidica na mistura fisica, e menor cristalinidade sera obtida na
matriz lipidica ap0s recristalizacdo, visto que a grande quantidade de lipidio solido que se dissolve
no 6leo durante a fusdo, quando retornar a temperatura ambiente ira recristalizar em formas
cristalinas menos estaveis devido a competitividade estrutural da presenca do lipideo liquido, ou
em formas desordenadas pela formacdo de estruturas micelares entre o lipideo sélido
(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; ZHENG et al., 2013). Devido a isso, CLNs
podem possuir diferentes matrizes de acordo com os lipideos solidos e liquidos usados, que
acarretam imperfeicbes em sua estrutura cristalina, sendo capazes de acomodar uma maior
quantidade de farmaco, bem como minimizar sua expulsdo durante o armazenamento (GALVAO
et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Portanto, a partir dos resultados revelados de
maior reducdo da cristalinidade de matrizes lipidicas, o Miglyol foi escolhido como lipideo liquido
que serd utilizado para obtengé@o das nanoparticulas e continuacao do estudo.
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5.2.2 Ensaio de compatibilidade

5.2.2.1 Analises térmicas

Em formulag¢6es multicomponentes, como € o caso dos CLNSs, € necessario que se realize um
estudo de compatibilidade entre o IFA e o0s excipientes, visto que possiveis interacfes e
incompatibilidades podem levar a problemas na formulacdo e, a longo prazo, efeitos
negativos no organismo. Nesse sentido, o uso de ferramentas que possam identificar
interagOes entre compostos em misturas complexas séo uteis evitar problemas decorrentes de
incompatibilidades. Entre elas, pode-se citar as analises térmicas (TG/DTG e DTA) e
espectroscopicas (FTIR) como as alternativas mais utilizadas (PIRES et al., 2017). Os
protocolos usuais utilizam misturas binarias em proporcdo massica igual entre farmaco e
excipientes, visando maximizar as possiveis interacdes. O uso concomitante dessas técnicas
termoanaliticas com as espectroscopicas permite uma compreensdo aprofundada das
interacdes fisicas ou quimicas e auxilia na sele¢do dos excipientes apropriados (CHADHA,;
BHANDARI, 2014). Nesse estudo, as analises TG/DTG foram usadas para avaliar alteraces
nas perdas de massas durante os eventos térmicos dos compostos isolados em comparagao
com as misturas fisicas ternarias e misturas totais (com todos os componentes usados para
obtencdo das nanoparticulas), bem como a DTA foi utilizada para monitorar alteracdes nas
temperaturas e energias envolvidas em tais eventos. Essas analises trazem parametros
importantes para acessar a estabilidade térmica das amostras e possiveis interacdes. A Figura
9, traz as curvas TG das amostras, onde o lado esquerdo (A) mostra as curvas das substancias
isoladas, tanto farmaco, como lipideos e tensoativos, enquanto o lado direito (B) mostra as
curvas TG das misturas ternarias do farmaco + lipideos, farmaco + tensoativos, e mistura de
totais (todos 0s componentes juntos).

Como e possivel observar nas curvas TG dos compostos isolados (lado A), a maioria dos
lipideos apresentam um evento principal de decomposicdo, onde o Dynasan118, Compritol e
Miglyol apresentaram um Unico evento, com perdas de 96,36% entre 383,52 e 428,71 °C, 94,84%
entre 357,17 e 432,07 °C, e 94,57% entre 292,21 e 329,80 °C respectivamente. Ja 0 Dynasan114 e
Imwitor apresentaram dois eventos, sendo o Dynasan114 com perda principal de 88,62% entre
315,96 e 384,12 °C e secundario de 3,28% entre 429,51 e 445,39 °C, e o Imwitor com duas perdas
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parciais, sendo 49,2% entre 253,33 e 326,45°C e 41,85% entre 366,65 e 407,19 °C. Em todos foi
possivel verificar a decomposi¢cdo quase completa das amostras (>90%). Quanto aos tensoativos,
0 Span também apresentou evento Unico de decomposi¢édo, com perda de 85,66% de massa entre
366,83 e 422,27 °C, embora ndo tenha apresentado decomposicdo completa até a temperatura
estudada. J& o Alkest apresentou trés eventos térmicos, com 50,29% de perda de massa entre 344,02
e 388,74 °C, 26,96% entre 404,19 e 432,88 °C e 2,67% entre 513,40 — 547,96 °C, que também néo
mostrou decomposicdo completa. O farmaco apresenta o comportamento ja discutido no tépico
2.1.1. As temperaturas de inicio de decomposicdo de cada lipideo estudado estdo relacionadas as
suas composicOes, visto que diferentes acidos graxos se decompdem em diferentes temperaturas.
O mesmo se aplica aos tensoativos, uma vez que sdo compostos derivados de lipideos, possuindo
eventos de decomposicdo semelhantes aos lipideos correspondente a sua composicao principal,

sendo os acidos oleico/ linoleico/ linolénico para o Span e o éleo de ricino para o Alkest.
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Figura 9 - Curvas TG das substancias isoladas (A) e misturas ternarias com o farmaco e misturas totais (B)
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De acordo com as pesquisas, € relatado que decomposicGes de &cidos graxos poli-
insaturados e saturados de cadeias curtas ocorrem a uma faixa de 200-380 °C, monoinsaturados
entre 380-480 °C e saturados de cadeias longas entre 480-600 °C, onde variacGes nessas faixas
podem existir a depender do tamanho das cadeias carbonicas, presencas de ramificacdes e/ou
insaturacdes, ou quando estruturados na forma de mono- di- e triglicerideos respectivamente
(MATOS, 2012; SZABO; CHAMBRE; IDITOIU, 2012; TENGKU-ROZAINA; BIRCH, 2019).
Tais comportamentos estdo relacionados as interacdes intermoleculares entre as cadeias de acidos
graxos presentes nos lipideos, de forma que a presenca de insaturacGes acarreta forcas de atracéo
mais fracas e, portanto, se decompdem em temperaturas mais baixas. De forma similar, cadeias
saturadas e sem ramificacdes sdo bem “empilhadas” ¢ possuem maior for¢ca de atragédo
intermolecular, sendo decompostas em temperaturas mais elevadas, principalmente quando em
forma de triglicerideos (BORUGADDA,; GOUD, 2014). Isso corrobora os resultados encontrados
nesse estudo, com temperaturas iniciais de decomposi¢do menores para lipideos compostos de
acidos graxos de cadeia menor e na forma de mono- e diglicerideos, e temperaturas mais elevadas
para lipideos de acidos graxos de cadeias longas e em forma de triglicerideos.

Misturas binarias do farmaco com cada excipiente e dos excipientes entre si ndo foram
realizadas, visando otimizar recursos e tempo, direcionando o estudo para realizacdo das misturas
ternarias e misturas totais, levando-se em consideracdo que, caso ocorresse alteracdes nos
resultados das misturas ternarias que configurassem incompatibilidades, as misturas binérias
seriam testadas para elucidacdo dos compostos incompativeis.

Ao comparar os graficos das substancias isoladas com os das misturas ternarias farmaco +
lipideos, nota-se uma reducdo das temperaturas de inicio de decomposi¢do, sendo préximas dos
componentes de menor temperatura de decomposi¢do (Miglyol e AM), e uma finalizagdo de
decomposicdo em faixas de temperatura dos compostos gque se decompdem em temperaturas mais
elevadas (lipideos solidos). A mistura Dynl14+Mig+AM apresentou dois eventos de
decomposicédo, com perda de 63,42% de massa entre 291,98 e 328,37 °C no primeiro evento e
31,58% entre 345,87 e 374,66 °C no segundo, sendo a faixa de temperatura do primeiro evento
proxima aos eventos de decomposic¢do do Miglyol e do AM (sobrepostos), e a segunda dentro da
faixa de decomposicdo principal do Dynasan114. Nessa mistura, houve a maior proporcgao de
decomposicéo (95%) entre todas as misturas testadas, com baixo residuo de decomposi¢édo do AM.
Para a mistura Dyn118+Mig+AM, as perdas ocorreram em dois eventos: 40,87% de perda de massa
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entre 272,21 e 321,66 °C, que é a regido do inicio de decomposicdo do Miglyol e AM; e 44,98%
entre 368,26 e 414,14°C, correspondendo a antecipacdo de aproximadamente 14°C do inicio de
decomposic¢do do Dynasan118. Ja a mistura Comp+Mig+AM também teve o primeiro evento de
decomposicédo na faixa entre a temperatura de decomposi¢do do AM e do Miglyol, mas com o
segundo finalizando com antecipacdo de 14°C da decomposi¢do do Compritol. A Unica mistura
que apresentou trés eventos de decomposi¢do foi o Imw+Mig+AM, sendo o primeiro evento
ocorrendo em temperaturas proximas ao inicio de decomposicdo do Imwitor e do AM em
sobreposicao, o segundo na faixa de decomposicdo do segundo evento do Imwitor, e o terceiro na
faixa do terceiro evento de decomposicdo do AM e do Alkest. Essas diferencas entre evento de
decomposic¢do Unico, em duas ou mais etapas podem ser melhor evidenciadas observando as curvas
DTG das substancias isoladas e das misturas no Apéndice B, bem como os valores detalhados dos
eventos no Apéndice C.

Observando os graficos da mistura ternaria farmaco + tensoativos (lado B), é mostrado uma
decomposi¢do em duas etapas, onde o primeiro evento ocorre entre 269,36 e 313,13 °C com perda
de 18,89% de massa, e 0 segundo entre 390,58 e 433,14 °C com perda de 48,86%. Observa-se
também que ndo houve decomposicdo completa da mistura, assim como 0s componentes isolados.
Quanto as misturas completas (lipideo sélido+Miglyol+tensoativos+AM), as curvas TG mostraram
um comportamento que se assemelha a soma das curvas das misturas ternarias farmaco+lipideos
com farmaco+tensoativos, onde os eventos de decomposi¢do ocorrem em faixas de temperatura
intermediarias aos eventos de decomposicdo de cada mistura ternaria. Apenas na mistura com o
Compritol a decomposicédo iniciou um pouco depois, aproximadamente 8 °C ap0ds das misturas
ternarias. Além disso, todas as misturas apresentaram decomposicdo de mais de 80%, que é
superior ao AM sozinho (66,4%) e a mistura AM + tensoativos (67,7%), com destaque para as
misturas com Dynasanl14. Isso pode estar relacionado com melhor interacdo do farmaco com
todos os componentes juntos, que pode ter propiciado sua solubilidade no meio, promovendo
decomposic¢éo da parte organica, restando apenas os residuos de 6xidos de antiménio. Ademais,
mesmo com a antecipacdo da temperatura de decomposicéo de algumas misturas, estas ocorrem
acima de 200°C, faixa em que as formulagdes nédo serdo expostas nem no processo de obtencéo,
nem durante armazenamento. Portanto, sugere-se que 0s compostos possuem boa estabilidade

térmica nas condicdes de producéo das nanoparticulas.
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No que se refere & DTA, as curvas estdo apresentadas na Figura 10, onde € possivel
visualizar os eventos térmicos entre as substancias isoladas e suas respectivas misturas ternarias e
misturas completas. O resumo dos dados da DTA esta presente no Apéndice D. Na Figura 10A,
observa-se as curvas dos compostos isolados e misturas com Compritol. Na curva do AM, existe
um pico alargado endotérmico em 101,53 °C referente a sua fuséo e perda de moléculas de agua,
com entalpia de 217,95 J/g, além de um inicio de evento exotérmico acima de 250 °C que
corresponde ao inicio de sua decomposi¢do, como mostrado no TG. A curva do Compritol
apresenta um pico endotérmico em 76,64 °C e entalpia de 163,40 J/g, correspondente a sua fuséo.
Para o Miglyol, Alkest e Span ndo foram visualizados eventos na faixa estudada, visto que séo
substancias liquidas com eventos de decomposicdo acima de 290 °C. Ao avaliar as curvas das
misturas ternarias, a mistura Comp+Mig+AM apresentou o pico de fusdo do Compritol com menor
intensidade e mais alargado em 68,41 °C (antecipacéo de 4 °C), possivelmente da sua solubilizacao
no lipideo liquido e reducéo de cristalinidade, além de menor energia envolvida (56,57 J/g). Ja a
mistura ternaria Span+Alk30+AM apresentou uma curva semelhante aos tensoativos, sem eventos
perceptiveis, nem mesmo do farmaco, que pode sinalizar sua solubilizacdo parcial na mistura
liquida dos tensoativos. Por fim, a curva da mistura total apresenta um perfil semelhante a mistura
ternaria do farmaco + lipideos, com um pico que corresponde a fusdo do Compritol, ainda mais
alargado e menos intenso, na faixa de 64,9 °C (antecipacao de 9 °C) e com entalpia de 27,36 J/g.

Na Figura 10B estdo apresentados os graficos das misturas com o Dynasan114 juntos aos
compostos isolados. Na curva do Dynasan nota-se um pico endotérmico em 59,14 °C e energia
envolvida de 245,24 J/g, referente ao ponto de fusdo do mesmo. As demais substancias isoladas ja
foram mencionadas no paréagrafo anterior e séo repetidas em todos os graficos para comparacao
com cada mistura. Ao analisar a curva da mistura ternaria do farmaco + lipideos é possivel perceber
0 deslocamento do pico de fusdo do Dynasan114 para 52,23 °C, além de reducéo da entalpia para
131,21 J/g. Ja a mistura completa mostrou uma grande reducdo no pico e fusdo do lipideo sélido,
que também resultou em grande reducéo de entalpia para 10,02 J/g, embora a faixa da temperatura
de fus&o tenha sido proxima da mistura ternaria. Alem disso, também houve um pico exotérmico

em 258°C, relacionado & decomposic¢do da amostra, como ja mostrado na TG.
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Figura 10 - Curvas DTA dos compostos isolados e misturas ternarias com o farmaco e mistura total
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As curvas dos eventos relacionados ao Dynasan118 e suas misturas estdo presentes na

Figura 10C, que mostra seu evento de fusdo quando isolado em 73,86°C, com um pico endotérmico
bem definido e energia de 273,45 J/g. A mistura ternaria com o lipideo liquido e AM, foi observada

uma pequena reducéo da temperatura do pico de fusdo para 68,83 °C, juntamente com a diminuigéo

da entalpia para 135,96 J/g, além do evento exotérmico com pico em 276,90 °C e entalpia de 379,78

J/g, relacionado & decomposicdo da amostra. Ja a mistura total também apresentou reducdo da

entalpia e temperatura de fuséo, evidenciados pela diminuigéo e deslocamento do pico, com valores

de 56,78 J/g e 53,09 °C respectivamente.
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Por fim, a Figura 10D apresenta as curvas do Imwitor e suas misturas, onde é possivel
observar o pico endotérmico de fuséo do lipideo sélido em 64,76 °C e envolvimento de energia de
239,95 J/g. Tanto a mistura ternaria com lipideo liquido e AM como a mistura total mantiveram o
pico de fusdo muito préximas ao Imwitor, e tiveram reducéo de entalpia para 120,43 e 120,19 J/g
respectivamente. Além disso, em ambas as misturas foi mostrado um evento exotérmico
relacionado as respectivas decomposi¢des, que ocorreram em 261,79 °C e 253,83 °C.

Através da DTA foi possivel confirmar o ponto de fusdo dos lipideos solidos, que confere
com as especificacdes do fabricante, além de poder avaliar possiveis alteracbes desse evento
quando os mesmos foram misturados com o farmaco e demais excipientes da formulacdo. Em
misturas complexas multicomponentes, como as misturas aqui testadas, alargamentos e diminuicao
de picos de fusdo ja sdo esperados devido a menor propor¢do de cada componentes na mistura,
bem como as possiveis interacdes fisicas ou solubilizacdo dos componentes sélidos nos liquidos, o
que também promove reducédo na entalpia dos eventos (DANTAS et al., 2018; PIRES et al., 2017,
ZHENG et al., 2013). Além disso, a reducdo da entalpia demonstra a reducdo da cristalinidade do
lipideo sélido na mistura fisica, com o surgimento de arranjos polimdérficos com menor
organizacdo, 0s quais S0 menos estaveis e, por isso, apresentam ponto de fusdo em temperaturas
menores (RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2011). Isso confere uma vantagem, visto que
uma menor cristalinidade que sera obtida na matriz lipidica apés a recristalizacdo permite melhor
incorporacdo de farmacos, como mencionado anteriormente (ROCHA et al., 2022; YANPING et
al., 2011). Por fim, essa pequena antecipacdo na temperatura de fusdo ocorrida em algumas
misturas pode ser favoravel para obtencdo dos CLNs desse trabalho, visto que facilita a fuséo e
mistura da fase oleosa durante o processo de obtencdo, como também evita alcancar temperaturas
elevadas que podem levar a fusdo do farmaco e evaporacdo da sua solucdo aquosa utilizada nas
nanoparticulas. Resultados que sugerem algum tipo de interacdo, ndo necessariamente indicam
incompatibilidades, uma vez que tais sinais de interacdo entre 0os componentes lipidicos da
formulacdo podem ser desejaveis, ao ponto de contribuir para a obtencdo de CLNs com melhores
caracteristicas (MATOS, 2017; SHETE; PATRAVALE, 2013). Porém, como pode ser indicativo

de incompatibilidade da amostra, uma investigacdo mais aprofundada foi realizada.
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5.2.2.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

A utilizacdo da técnica FTIR, no caso de misturas de componentes, permite avaliar
possiveis interacdes quimicas dos compostos que impliqguem em mudancas na composi¢do através
de alteracGes significativas na forma e posicao das bandas dos espectros (CHADHA; BHANDARI,
2014; PANI et al., 2012). Nesse sentido, os espectros de infravermelho das amostras individuais e
das misturas podem ser Uteis para avaliacdo das interacfes observadas nas analises térmicas, bem
como possiveis incompatibilidades. Os espectros das amostras isoladas e das misturas ternarias e
totais sdo mostrados na Figura 11, na qual foram destacadas as principais bandas relacionadas aos
grupos funcionais dos lipideos em amarelo e do IFA em cinza. O apéndice E mostra as estruturas

moleculares dos componentes.

Figura 11 - Espectro de infravermelho das substancias isoladas, misturas ternarias e mistura total
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Legenda: AM = antimoniato de meglumina; Dyn114 = Dynasanl14; Dyn118 = Dynasan118; Comp =

Compritol; Imwi = Imwitor; Alk30 = Alkest 30; MF = mistura fisica total. Fonte: autoria propria
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Na figura 11A observa-se o espectro do Compritol com uma banda larga por volta de 3400
cm? relacionada aos estiramentos dos grupos -OH presentes nos mono- e diglicerideos, além de
picos fortes em 2920 cm™ e 2850 cm™ das vibragdes do estiramento dos grupos —CHs e —CHz, em
1740 cm™ do estiramento de C=0 das carbonilas caracteristicas de ésteres, picos menores em 1465
cm?e 1380 cm™ dos dobramentos de -CH2 e -CHs de alcanos, em 1172 cm™ e 1110 cm™ do
estiramento assimétrico de C-O de ésteres, um pico pequeno em 1060 cm™ referente ao estiramento
C-O de alcool secundario, e em 721 cm™ de dobramento dos grupos CH: de cadeias longas. O
Miglyol apresentou picos de absorcdo em regides semelhantes que sdo caracteristicos de lipideos,
com excecdo da absorcdo em 3400 cm, visto que é um triglicerideo e todos os grupamentos -OH
do glicerol estdo esterificados com as cadeias de acidos graxos. Os tensoativos Span e Alkest
também apresentaram espectros com bandas semelhantes ao Compritol, ja que sdo derivados de
lipideos. No caso do Span, existe também um pico em 1080 cm™ referente ao estiramento C-O de
alcool secundario, e a banda de absorcéo referente ao -OH em 3400 cm™ é mais fraca devido menor
presenca desse grupamento. Também foram observados os picos em 2920 cm™ e 2850 cm™ de —
CHs e —CHa, em 1740 cm™ de C=0 de ésteres, em 1465 cm™ e 1380 cm™ dos dobramentos de CH3
e CHy, 1175 cm™ de C-O de ésteres, e em 721 cm™ de dobramento dos grupos CH de cadeias
longas. Para 0 Alkest, além desses picos mencionados nas faixas de 2920 cm™, 2850 cm™, 1739
cm?, 1465 cm™ e 721 cm?, vale destacar um pico de forte intensidade em 1090 cm™ caracteristico
do estiramento C-O-C de éter alifatico, que é um grupamento muito presente em sua molécula
devido a etoxilacdo, sendo esse pico em sobreposi¢cdo com C-O de alcoois secundarios e ésteres
presentes na molécula. Outro destaque é o pico em 946 cm™ dos dobramentos fora do plano de
alcenos. Tais resultados do espectro do Compritol sdo semelhantes ao reportado por outras
pesquisas (ARSHAD etal., 2019; BORGES et al., 2021; JANSOOK; FULOP; RITTHIDEJ, 2019).

Nas misturas ternarias do AM com os lipideos, a presenca do IFA nas amostras foi
confirmada com a detec¢do em bandas caracteristicas do mesmo (ja mencionadas no topico 5.1.2)
e ausentes nos demais componentes, sendo um pico em 1060 cm™ referente aos grupos C-N das
aminas e outra em 601 cm™ correspondente ao Sh-O, os quais estdo em menor intensidade devido
a proporcdo de farmaco na mistura. Para a mistura ternaria com os tensoativos, o0 AM foi
identificado pela presenca dos picos em 1641 cm™ referente ao dobramento -NH de aminas
secundarias e 601 cm™ do Sh-O, além de uma banda mais pronunciada em 3400 cm referente ao
estiramento do -OH. Na mistura total, também é possivel identificar os mesmos picos do IFA, ainda
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que em baixa intensidade. Ademais, em todas as misturas foi possivel notar os picos caracteristicos
dos lipideos e tensoativos isolados.

O Imwitor apresentou um espectro com absor¢des em bandas muito semelhantes ao
Compritol, uma vez que também é composto por mono- e diglicerideos, mudando apenas os acidos
graxos. Na Figura 11B é possivel visualizar os picos na regido 2920 cm™ e 2850 cm™ de -CHs e —
CHa, em 1740 cm™ de C=0, em 1465 cm™ e 1380 cm™ dos dobramentos de -CH; e -CHs, em 1172
cm?e 1110 cm™ do C-O de éster, um pico em 1080 cm™ do estiramento C-O de alcool secundario
e em 721 cm™ de dobramento dos grupos CH. de cadeias longas. Uma pequena diferenca em
relagdo ao Compritol foi observada na banda referente aos estiramentos dos grupos -OH, que se
apresentou mais deslocada para 3300cm 1. Quanto a mistura ternaria com os lipideos, foi possivel
identificar o farmaco pelos picos em 1060 cm™ e 601 cm™, enquanto a mistura total apresentou os
picos do mesmo em 1641 cm™ e 601 cm™. O espectro do Imwitor é semelhante a outro estudo
(IBRAHIM; ALOMRANI; YASSIN, 2014).

A Figura 11C mostra o espectro do Dynasanl114, que apresenta as bandas de absorcéo
caracteristicas dos lipideos, tais como os picos nas regides de 2920 cm™ e 2850 cm™ do estiramento
dos grupos —CHs e —CH>, em 1740 cm do estiramento de C=0 das carbonilas caracteristicas de
ésteres, em 1465 cm™ e 1380 cm™ dos dobramentos de -CHz e -CHs, 1172 cm™ e 1110 cm™ do
estiramento C-O de ésteres, e em 721 cm™ de dobramento de grupos CH2 de cadeias longas. A
diferenca aqui foram picos justapostos na faixa entre 1215 e 1288 cm™ do estiramento assimétrico
C-O comum em triglicerideos, além da auséncia da banda de alta intensidade na regido de 3400
cmt, uma vez que trata-se de um triglicerideo. Nas misturas ternarias com os lipideos, apenas picos
de muito baixa intensidade relacionado ao farmaco foram identificados, sendo o 1641 cm™
referente ao -NH das aminas secundarias e 601 cm™ do Sb-O. Na mistura total, apenas uma banda
fraca em 3400 cm™ e o sinal fraco em 1641 cm™ foram identificados. Todas as misturas
apresentaram os picos principais dos lipideos e tensoativos isolados. Além da proporcao diminuida
do IFA nas misturas, os picos referentes a sua molécula podem ter sido diminuidos por uma
dispersdo mais facilitada do farmaco nessa mistura. Bertoni e colaboradores (2019) e Prajapati e
colaboradores (2018) apresentaram espectro do Dynasan114 semelhante.

O espectro do Dynasan118 é mostrado na Figura 11D, onde é possivel notar as principais
bandas de absor¢do dos lipideos muito semelhantes ao Dynasanl14, com diferenga nas

intensidades, pois ambos sédo triglicerideos que se diferenciam apenas no tamanho das cadeias
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carbdnicas dos &cidos graxos. Na mistura AM+lipideos, o farmaco pode ser identificado por dois
sinais de baixa intensidade do C-N e do Sh-O em 1060 cm™ e 601 cm™ respectivamente. Ja na
mistura total, é possivel visualizar os picos do farmaco em 1641 cm™ e 601 cm™, e uma banda larga
de baixa intensidade em 3400 cm™. Além disso, os picos dos demais componentes também foram
identificados. Esses resultados s&o similares ao que foi encontrado na literatura (IBRAHIM,;
ALOMRANI; YASSIN, 2014; TEERANACHAIDEEKUL et al., 2020).

Em todas as misturas dos diferentes lipideos ndo foram observados deslocamentos bruscos
de bandas de absorcéo, nem surgimento de picos em bandas novas. Baseados nesses resultados de
compatibilidade, foi possivel verificar que as interacdes observadas nas anélises térmicas nédo
foram oriundas de reacBes quimicas perceptiveis em FTIR, ocorrendo apenas alteracdo nos
parametros fisico-quimicos dos componentes, com indicios de solubilizacéo entre os componentes
(CHADHA; BHANDARI, 2014; PANI et al., 2012; ROJEK; WESOLOWSKI, 2019). Nesse caso,
trata-se de uma interacdo que pode favorecer a formacdo de nanoparticulas com maiores
concentragOes de farmaco. Isso aliado com os ensaios de cristalinidade dos lipideos, direcionou
para a escolha dos lipideos sélidos Dynasan114 e Compritol para dar continuidade ao estudo. O
Dynasan114 foi o lipideo que apresentou uma interacdo que sugere melhor dispersao do farmaco
nas misturas ternarias e misturas totais, bem como mostrou a melhor interagdo com o Miglyol,
formando uma matriz lipidica de menor cristalinidade, que pode favorecer o encapsulamento do
farmaco. O Compritol foi escolhido como a segunda opc¢éo de lipideo sélido com o objetivo de
comparacao dos tipos de lipideos sélidos nas nanoparticulas, através da avaliacdo da influéncia do
tamanho das cadeias carbbnicas de acidos graxos e da composicdo mista de mono-, di- e
triglicerideos nas propriedades fisico-quimicas e estabilidade dos CLN a serem desenvolvidos.
Ademais, os resultados revelaram que 0s compostos possuem boa estabilidade térmica nas
condicdes de producdo das nanoparticulas, bem como auséncia de incompatibilidades quimicas

suportadas pelo FTIR.
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5.2.3 Projeto experimental e otimizagdo dos CLNs

Um ensaio de pré-formulacdo pode ser otimizado empregando planejamento estatistico de
experimentos, também conhecido como Design of Experiments (DoE). O objetivo de utilizar um
DoE nesse estudo foi investigar a influéncia de alguns parametros do método de obtencdo e da
formulacdo nas caracteristicas fisico-quimicas dos CLNs, para obter as condi¢es ideais de
obtencdo das nanoparticulas com as melhores caracteristicas. Assim, baseado em relatos da
literatura e estudos preliminares, foram definidos como atributos criticos de qualidade das
nanoparticulas o didmetro médio, Pdl, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento, enquanto o
tempo e poténcia de sonicacdo foram definidos como pardmetros criticos de processo e a
quantidade de lipideos e proporcéo lipideo solido/liquido como parametros criticos da formulacao,
visto que sdo fatores importantes que afetam a qualidade da formulacdo. Vale ressaltar que o tipo
de tensoativo e a proporcao hidrofilico/lipofilico foi avaliado em estudos prévios de ensaios de
EHL, como mencionado anteriormente. Dessa forma, foram realizados experimentos do tipo
central composto com dois niveis, em duas séries: a primeira série teve dois experimentos, com um
lipideos sélido diferente cada (escolhidos no ensaio de compatibilidade), e sem o farmaco, para
avaliacdo dos pardmetros do método e triagem dos parametros da formulacdo das nanoparticulas;
a segunda série teve um experimento, com o farmaco, o lipideo sélido de melhor resultado da
primeira série, e as variaveis apenas da formulagdo em niveis otimizados da série anterior, para
avaliacdo também da incorporacdo do farmaco.

Para a primeira série, os parametros selecionados como variaveis independentes (variaveis
de entrada) para os dois ensaios, um com cada lipideo solido, foram a quantidade total de lipideos
na formulagdo (%Lip), a proporcéo de lipideos sélido e liquido (Sol/Lig), o tempo de sonicacao e
a poténcia de sonicacdo (A%), medida em amplitude. J& as variaveis dependentes (variaveis de
saida) avaliadas foram o diametro médio (Diam.), o indice de polidispersao (Pdl) e potencial zeta
(PZ) dos CLNs obtidos. Esse desenho experimental com quatro fatores em dois niveis gerou 31
ensaios. Tais fatores foram escolhidos baseados em estudos que mostraram suas influéncias nos
pardmetros criticos da qualidade das formulagfes, tais como a composigdo lipidica (tipos de
lipideos e concentracdo) interferindo nos tamanhos, indice de polidispersdo, eficiéncia de
encapsulamento e estabilidade de nanoparticulas (APOSTOLOU et al., 2021; GORDILLO-
GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011; ZHENG et al., 2013),
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bem como a contribuicdo do tempo e poténcia de ultrassom (KUMAR; SINGH; GARG, 2019;
LUO et al., 2022; PUCEK-KACZMAREK, 2021; SIDDIQUI et al., 2014; SILVA et al., 2011).
Da mesma forma, os niveis maximos e minimos de cada fator foram estabelecidos baseados em
uma triagem da literatura. O desenho experimental referente ao ensaio realizado com o lipideo

solido Dynasan114 estdo dispostos na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 - Matriz do planejamento experimental feito com Dynasan114 + Miglyol mostrando as variaveis
dependentes e independentes

Amostra %Lip Sol/Lig T(f]:?rf’)o P‘()f;;ia [()rifr‘:)" PAl PZ(mV)
+ ; +
1 12 | 75/25 7 55 48,18 + 1,02 06?856_ 102,253003_
+ | - +
2 6 | 65/35 | 10 70 | 282240072 0(’5384- 15?'75505—
+ ; +
3 8 | 5545 | 7 55 | 36,24+0,43 O{ﬁf{ 102”11401—
+ ; +
4 10 | 6535 | 4 40 | 10800065 O(’)L,lggg_ 108,;19508—
+ | - +
5 10 | 8515 | 10 40 | 123,00+1,26 0(’)?335- 1()‘:9105—
+ ; +
6 6 | 85/15 | 10 40 | 3043+0,28 06%3(‘)‘2— 210,;00_
+ ; +
7 10 | 85/15 | 4 70 | 1497022 06%124_ 20?’29605—
+ | - +
8 8 | 75025 | 7 55 | 83,88+0,13 0(’;1‘3172- 205,237501—
+ 815 +
9 8 | 75025 7 55 43,03+ 0,19 06?335_ S égo_
+ ; +
10 8 | 7525 | 7 85 | 4018026 O(’fgg?— 12‘;5000—
+ | - +
11 8 | 7525 | 7 25 | 12210+085 0(’)‘}534- 10?:0’1501—
+ | - +
12 6 | 65/35 | 4 40 | 33,0406 06:,3555_ 1013003-
+ | - +
13 6 | 8515 | 4 70 26,15 + 0,25 06?332_ 108’52006—
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+ - +
Lo o] o [ n om0 ] 02
+ | - +
+ | - +
+ - +
+ - +
18 10 | 8515 | 4 40 | 110,50 + 1,09 0(’)"1357- 10‘;45(2—
+ | - +
+ - +
20 | 10 | 8515 | 10 70 | 60,20+0,33 0(’)?;252— 103:69507_
+ - +
+ | - +
+ - +
23 8 | 75125 | 7 55 | 38,16+0,03 o,g’%sl_ 122,5200_
+ - +
* S B S DA 06?333_ 12%,56700_
+ | - +
+ - +
26 4 | 75025 7 55 22,01 +0,18 06?5253— 115?'19;00—
+ 777+
27 8 | 75125 | 13 55 37,23+0,15 06?582‘ Ig;o—
+ | - +
28 8 | 7825 | T 55 | 80,74+1,24 0’3,%56_ 22%'1%100_
+ - +
” S il W R B O(f(}fl_ 1;’92600_
+ | - +
30 | 10 | 6535 | 10 40 | 53,65+1,35 066,383?9_ 20%‘101—
+ 29.00 +
31 10 | 65/35 | 4 70 | 5759+0,22 0(’5556- 81236—

Legenda: %L.ip = quantidade de lipideo na formulacéo total; Sol/Lig= propor¢éo de lipideo solido e liquido

dentro do total de lipideos; Diam. = didmetro; PZ = potencial zeta.
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Avaliando os resultados mostrados pelas varidveis dependentes, foi possivel obter CLNs
com didmetro médio variando de 14,97 nm a 123 nm, Pdl entre 0,154 e 0,900 e potencial zeta entre
-7,77 e -25,9. As formulagdes apresentaram-se liquidas, com aspecto de translucido a leitoso,
condizente com os tamanhos encontrados, alem de reflexo azulado caracteristico de nanoparticulas.
De acordo com a literatura, nanoparticulas ideais para uso oral devem possuir tamanhos inferiores
a 300 nm, visto que isso permite permeabilidade intestinal aprimorada e absorcao para circulagdo
sistémica, onde tamanhos menores que 100nm conferem também melhor farmacocinética, com
maior eficiéncia de permeacdo e absorcao oral (BANERJEE et al., 2016; DANAEI et al., 2018; LI
et al., 2016). Quanto ao Pdl, é sugerido que seja inferior a 0,300 para garantir uma distribuicdo de
tamanhos mais estreita, caracteristica de uma amostra menos dispersa, a qual possuira
comportamento fisico-quimico, farmacocinético e farmacoldgico mais homogéneo (DANAEI et
al., 2018; MUSIELAK; FELICZAK-GUZIK; NOWAK, 2022). Ja o potencial zeta, valores >
| 30 | mV (em mddulo) séo considerados 6timos para garantia de alta estabilidade eletrostatica das
nanoparticulas. No entanto, na existéncia também de estabilidade estérica, como no caso de
tensoativos ndo iénicos semelhantes aos utilizados aqui, esse valor pode ser menor
(aproximadamente 20 mV) sem prejuizo da estabilidade (CARVALHO et al., 2018; HONARY;
ZAHIR, 2013; SHAH et al., 2022; VARENNE et al., 2019).

Baseado nesse contexto, para essa pesquisa foram estabelecidos como critérios de exigéncia
o tamanho menor que 100 nm, Pdl < 0,300 e o0 PZ mais elevado possivel, como propriedades ideais
dos CLNs. Sendo assim, todas as amostras desse primeiro experimento apresentaram tamanhos
dentro do ideal, porém o Pdl e o PZ variaram bastante. De acordo com os resultados obtidos, as
formulacBes que apresentaram tais caracteristicas foram as amostras 2, 6, 10, 13, 19, 22, 23, 24,
25, 26, 29, as quais foram produzidas com %L.ip entre 4 e 8%, proporcdo Sol/Liq entre 65/35 e
85/15, tempo de sonicacao entre 4 e 10 minutos e poténcia entre 40 e 85%.

Através do processamento estatistico do planejamento experimental através de ANOVA,
foi revelado um valor de p>0,05 para falta de ajuste, o que significa a adequacdo do modelo para
as variaveis estudadas. Os graficos de Pareto (Figura 12) foram elaborados para ilustragdo dos
efeitos importantes e comparar a magnitude destes, determinando os parametros que mais
contribuem nas variaveis tamanho, Pdl e PZ, correlacionando com os CLNs de melhores

resultados.



Figura 12 - Grafico de Pareto para avaliagdo das variaveis no planejamento experimental feito com

Dynasan114 + Miglyol
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Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulacédo total; S/L= proporc¢do de lipideo sélido e liquido

dentro do total de lipideos; PZ = potencial zeta. Fonte: autoria propria

O grafico de Pareto mostra que, para o didmetro, as variaveis que tiveram efeito
significativo (p<0,05) nos niveis analisados foram a poténcia de sonicacao e a quantidade de lipideo
total da formulacao (%L.ip). O sinal negativo de um efeito para uma variavel indica que em niveis
mais baixos, a resposta da varidvel aumenta. Ou seja, para a variavel didmetro, baixos niveis de
poténcia aumenta o didmetro das nanoparticulas. Assim como o valor positivo do efeito para a
proporcao de lipideo mostra que altos niveis desse fator aumenta o diametro das nanoparticulas.
Para o Pdl, além da poténcia de sonicacdo e quantidade de lipideo que também tiveram uma
contribuicdo similar do didmetro, a interacdo entre a quantidade de lipideo e o tempo de sonicacao
também ¢é significativa, o que quer dizer que o tempo de sonicacdo passa a ter contribuicdo
significativa quando avaliado com a quantidade de lipideo, de forma que altos niveis desses fatores
juntos aumentam o Pdl. Quanto ao potencial zeta, nenhuma varidvel testada teve efeito
significativo. Portanto, para obten¢do de CLNs com melhores tamanhos e Pdl, devem ser utilizados
como parametros maiores poténcias, menores quantidades de lipideos e tempos mais elevados,
guando a quantidade de lipideos for menor. Para uma melhor visualizacdo desses efeitos

significativos, foram gerados graficos de superficie resposta, mostrados na Figura 13 e 14.

Figura 13 - Grafico de superficie resposta para a variavel diametro em relacdo aos efeitos significativos do

planejamento experimental das formulagdes feitas com Dynasan114

Diametro

Fonte: autoria propria
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Figura 14 - Gréfico de superficie resposta para a variavel Pdl em relacdo aos efeitos significativos do

planejamento experimental das formulacdes feitas com Dynasan114

(A) (B)

Wa

Fonte: autoria propria.

E possivel observar no grafico da Figura 13 que as regides em vermelho, que correspondem
aos maiores didmetros, sdo regides onde a poténcia esta abaixo de 40% e a proporcédo de lipidio
esta acima de 8%. Pela inclinacdo, percebe-se o grau de significancia do efeito, confirmando os
resultados do Pareto que baixos niveis de poténcia e altos de quantidade de lipideo aumentam o
didmetro médio das nanoparticulas. O mesmo é observado no grafico A da Figura 14 sobre a
influéncia dos mesmos fatores para o Pdl. Ja no grafico B é mostrado o efeito da interacdo tempo
de sonicacdo e quantidade de lipideo para o Pdl, onde verifica-se que as interacdes em altos niveis
de ambas as variaveis causam aumento da resposta (regido vermelha), sendo os melhores valores
de PdI (regido verde) correspondentes a altos niveis de tempo de sonicacao (acima de seis minutos)
e baixos de quantidade de lipideos (até 8%). Todos esses resultados estdo de acordo com as
amostras que apresentaram os melhores resultados de tamanho, indice de polidispersédo e potencial
zeta ja mostradas na tabela 4. Assim, nesse planejamento realizado com Dynasan114 foi possivel
obter CLNs com caracteristicas adequadas ao objetivo do trabalho, os quais representam mais de

10 entre 31 amostras feitas no experimento.
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O segundo planejamento experimental da primeira série, agora com o lipideo sélido
Compritol, teve resultados que revelaram que todos os CLNs obtidos possuiam didmetros
adequados para uso oral, (< 300nm), porém o Pdl e PZ variaram bastante, com poucas amostras
dentro dos parametros ideais (PdI <0,300 e PZ > |30 | mV), conforme é possivel observar na
Tabela 5. Os resultados mostrados pelas varidveis dependentes mostram que foram obtidos CLNs
com didmetro médio variando de 35,06 nm a 286,5 nm, Pdl entre 0,252 e 0,653, e potencial zeta
entre -5,79 e -16,3. As formulacbes apresentaram-se liquidas, a maioria com aspecto leitoso
condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo azulado. Baseado nos parametros ideais
ja mencionados de tamanho, Pdl e PZ para as nanoparticulas, apenas as amostras 16 e 21 desse
experimento apresentaram resultados proximos ao adequado, embora o PZ estivesse muito abaixo
do ideal. Essas amostras foram produzidas com %L.ip entre 6 e 8%, proporc¢do Sol/Liq entre 65/35

e 75/25, tempo de sonicacdo entre 1 e 4 minutos e poténcia entre 55 e 70% de amplitude.

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental feito com Compritol + Miglyol mostrando as variaveis

dependentes e independentes

Tempo Poténcia Diam.

orl i .
Amostra %Lip Sol/Liq (min) (A%) (nm) Pdl PZ (mV)
-8,68 £
1 12 75/25 7 55 185,0 £ 5,615 | 0,648 + 0,042
0,349
2 6 65/35 10 70 60,14 £ 0,202 | 0,536 + 0,005 | -8,65 + 1,75
= +
3 8 55/45 7 55 35,06 + 0,262 | 0,346 + 0,004 5792
0,445
-3,00 £
4 10 65/35 4 40 63,35+ 0,516 | 0,454 + 0,003 0.265
5 10 85/15 10 40 222,4+1151 | 0558+0,040 -7,74+1,14
- +
6 6 85/15 10 40 140,5 £ 3,315 | 0,592 + 0,028 8182
0,554
-7,79 £
7 10 85/15 4 70 198,5+ 0,585 | 0,511 + 0,007 0.330
-8,00 +
8 8 75/25 7 55 123,8 £1,537 | 0,632 + 0,009
0,439
-6,58 +
9 8 75/25 7 55 118,6 £1,922 | 0,653 £ 0,010
0,640
-7,43 £
10 8 75/25 7 85 196,2 + 4,157 | 0,636 + 0,004 0.234
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11 8 75/25 7 25 80,77 £1,667 | 0,604 +0,045 | -11,8 +4,01
12 6 65/35 4 40 60,64 +1,299 | 0,514 + 0,019 -(;,421;151
-10,2 £
13 6 85/15 4 70 149,2 + 0,850 | 0,616 + 0,049
0,433
14 10 65/35 10 70 61,63 + 0,552 | 0,467 + 0,025 110x
R T 0,0874
-9,33 %
15 8 95/5 7 55 206,7 + 2,250 | 0,648 + 0,010 0.163
-7,93 =
16 6 65/35 4 70 36,71 +0,521 | 0,252 + 0,001 0.051
-7,69 £
17 6 85/15 4 40 133,6 +0,635 | 0,594 + 0,010
0,403
-10,7 +
18 10 85/15 4 40 171,9+ 0,503 | 0,593 + 0,012 0.755
19 8 75/25 7 55 111,2+11,03 | 0,669+1,00 | -10,1+ 2,30
20 10 85/15 10 70 286,5+ 9,350 | 0,564 +0,037 _(])']éigi
-8,31 %
21 8 75/25 1 55 50,79+0,397 | 0,309+0,73
0,372
-11,0 +
22 8 75/25 7 55 130,9 +2,386 | 0,623 + 0,006 0.351
23 8 75/25 7 58 189,3+3,899 | 0,562 +0,019 | -10,4 +1,51
24 8 75/25 7 55 221,3+4,332 | 0,543 +0,038 _g’ggsi
-8,28 =
25 6 85/15 10 70 169,9 + 2,250 | 0,556 * 0,054 0.235
26 4 75/25 7 55 148,7 £ 0,321 | 0,586 + 0,007 | -9,02 + 1,29
27 8 75/25 13 58 111,2 + 3,014 | 0,549 + 0,036 -éo?;g?)i
-16,3 +
28 8 75/25 7 55 113,3 + 3,483 | 0,532 +0,037 0.136
29 6 65/35 10 40 49,42 +1,356 | 0,552+0,034  -115+1,16
30 10 65/35 10 40 60,57 + 2,120 | 0,545 %+ 0,023 _élégai
-9,97 £
31 10 65/35 4 70 55,23+1,22 | 0,550 + 0,024 0471

Legenda: %L.ip = quantidade de lipideo na formulacéo total; Sol/Lig= propor¢éo de lipideo solido e liquido

dentro do total de lipideos; Diam. = didmetro; PZ = potencial zeta.
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O teste ANOVA realizado mostrou valor de p>0,05 para falta de ajuste, demonstrando a
adequagdo do modelo para as variaveis estudadas. Os graficos de Pareto obtidos podem ser
visualizados na Figura 15, que mostram o0s parametros de maior influéncia nas variaveis

independentes testadas.

Figura 15 - Gréafico de Pareto para avaliacdo das variaveis no planejamento experimental feito com
Compritol + Miglyol

Grafico de Pareto para variavel Didmetro médio

(2) S _0,443371
(1% LIP 1.845909
(4) POTENCIA 1.630942
Te2 1,45492
(3) TEMPO 1,425879)
2e4 899674
2e3 R6GTO5
led ,5901497
Jed 5487337
led 2090838
p=05

Grafico de Pareto para variavel Pdl

(3) TEMPO 2,793114

2¢3 -1,72397
le2 136293
led 1,092146
le3 -1.09215
4) POTENCIA -1,02439
2ed ,8033137
(1) %LIP 5379877

EX-E 4964208

pms

Grafico de Pareto para a variavel P2

2¢3 9190452
(3) TEMPO -.899369
3c4 7803214
(2) ST -,699919

le2 469701

Y POTENCIA 281322
le3 - 281217
led -246536
2ed ~207332

(1) %LLP 0092338

=05
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Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulacdo total; S/L= proporc¢do de lipideo sélido e liquido

dentro do total de lipideos; PZ = potencial zeta. Fonte: autoria propria

Conforme mostra o gréfico de Pareto, a variavel que teve efeito significativo (p<0,05) para
o tamanho nos niveis analisados foi a proporc¢éo de lipideos solido e liquido (S/L). O sinal positivo
do efeito significa que niveis elevados causam aumento da resposta da variavel, ou seja, alta
quantidade de lipideo s6lido na propor¢do S/L aumenta o tamanho das nanoparticulas. Em outras
palavras, aumentar a quantidade de Compritol na mistura com Miglyol geram CLNs com maiores
tamanhos. Esse mesmo efeito foi observado para o Pdl, que também sofre influéncia significativa
do tempo de sonicacdo, de forma que um maior tempo de sonica¢do provocou aumento da
polidispersdo. Quanto ao potencial zeta, novamente, nenhuma varidvel testada teve efeito
significativo. Sendo assim, CLNs compostos por Compritol possuem caracteristicas de tamanho e
Pdl ideais quando utilizados alto tempo de sonicacgéo e baixa proporcao sélido/liquido dos lipideos.
Através dos graficos de superficie resposta (Figura 16) pode-se visualizar melhor a interacdo dos

efeitos nas variaveis testadas.

Figura 16 - Grafico de superficie resposta para a variavel diametro (A) e Pdl (B) em relagdo aos efeitos
significativos do planejamento experimental das formulagdes feitas com Compritol.

(A)

Diametro

Fonte: autoria propria.



96

No gréfico A é possivel visualizar regido em vermelho, que corresponde aos maiores
didmetros, a qual esta relacionada com proporc¢do S/L acima de 75% de lipideo sélido e quantidade
de lipideo total acima de 7%. Ja o grafico B mostra os efeitos para o Pdl, onde é possivel observar
uma grande regido vermelha relacionada a valores elevados de Pdl, correspondente a proporcdes
acima de 75% de lipideo solido na variavel S/L e tempo de sonicagdo maior que 8 minutos. Esses
resultados estdo em concordancia com as amostras que apresentaram os melhores resultados de
diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta apresentadas na Tabela 5. Entretanto,
apenas duas amostras desse planejamento feito com o Compritol apresentaram as caracteristicas
ideais para o objetivo do estudo, o que € uma quantidade muito pequena em relacdo aos 31
experimentos realizados.

Os resultados do planejamento com o lipideo s6lido Dynasan114 e com o Compritol
revelaram que os fatores que mais influenciam nas caracteristicas de diametro médio e no indice
de polidispersdo das nanoparticulas dependem do tipo de lipideo utilizado. No caso das
formulagdes com Dynasanl114, a quantidade total de lipideo na formulagdo e a poténcia foram os
fatores significativos e de maior magnitude, de forma que uma maior quantidade de lipideo
necessita de maior poténcia de sonicacdo para obter tamanhos e Pdl adequados. Além disso, ficou
demonstrado que a proporcao Dynasan/Miglyol na formulagdo, avaliada pela variavel S/L, ndo tem
influéncia significativa no tamanho e Pdl, o que pode ser explicado pelo fato de o Dynasan114 ser
um lipideo s6lido composto por triglicerideos do acido miristico (C:14), que é um &cido graxo de
baixo peso molecular (MISCHEL; HOFFMANN, 2014), possuindo baixa interferéncia na
viscosidade da matriz lipidica, sem causar grandes dificuldades na reducdo das particulas em
tamanhos nanométricos. Baseado nesse mesmo raciocinio, devido Compritol ser composto por
misturas de mono-, di- e triglicerideos do acido beénico (C:22), o qual possui alto peso molecular,
ocorre um aumento na viscosidade da matriz lipidica que dificulta o rompimento das particulas
para atingir tamanhos nanométricos e com baixa dispersao de tamanhos, o que pode justificar a
interferéncia significativa da variavel S/L nas formulagdes com o Compritol. Por fim, em ambas
formulagdes ndo foram apresentadas variaveis com interferéncias significativas no potencial zeta,
0 que é justificado pelo fato de ndo terem sido testados pardmetros que causem grandes alteracdes
nas cargas superficiais das nanoparticulas, como diferengas de pH, moléculas com carga,
eletrolitos, tensoativos e suas propor¢des (HONARY; ZAHIR, 2013; KAMBLE et al., 2022;
SHAH, 2014).
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A literatura corrobora esses resultados, visto que ja séo relatados que formula¢es com
grandes quantidades de lipideo na dispersdo necessitam de maior energia (poténcia) para serem
“quebrados” em tamanhos nanométricos, assim como elevadas concentrac@es de lipideos podem
levar a um aumento de tamanho devido a quantidade insuficiente de tensoativos para cobrir toda a
superficie das particulas (APOSTOLOU et al.,, 2021; AZHAR SHEKOUFEH BAHARI;
HAMISHEHKAR, 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). O tipo de lipideo também j& é um
fator consolidado nos estudos como interferente na obtencéo de nanoparticulas, onde sistemas com
matrizes compostas por lipideos de alto peso molecular possuem maior viscosidade, que é um
parametro que dificulta a reducdo de tamanhos em relacdo a lipideos de menor peso, quando
utilizando a mesma energia (BEHBAHANI et al., 2017; MARTINS et al., 2011; RIGON et al.,
2018; SHETE; PATRAVALE, 2013; ZHENG et al., 2013). Além disso, a quantidade de energia
fornecida ao sistema, através do controle da poténcia do sonicador e o0 tempo de exposicao,
interferem na distribuigdo de tamanhos, de forma que melhores resultados de tamanho e Pdl s&o
obtidos empregando-se poténcia e tempos maiores. Entretanto, para o tempo existe um limite de
exposicdo em que valores superiores ndo conferem beneficio adicional, ou causam aumento de Pdl
por favorecer aglomeracao das particulas pelo elevado tempo de choque entre elas (BEHBAHANI
et al., 2017; KUMAR; SINGH; GARG, 2019; PUCEK-KACZMAREK, 2021; SIDDIQUI et al.,
2014). Sendo assim, ficam confirmados os efeitos do tipo e quantidade de lipideo, a proporcéao de
lipideos sélido/liquido na matriz lipidica, e os parametros de sonicacdo no tamanho e a
homogeneidade da dispersdo dos CLNs. Diante do exposto, os resultados dessa primeira série de
ensaios de planejamento experimental direcionaram a escolha do Dynasan114 como lipideo solido
para continuar o estudo, permitiu uma triagem da faixa de composi¢do lipidica, bem como
determinou os parametros do método de obtencao.

Alguns estudos que também avaliaram a influéncia de diferentes fatores nas propriedades
das nanoparticulas através de diversos planejamentos de experimentos, chegaram a resultados
semelhantes. Quanto aos parametros de sonicacao, estudos mostraram que a reducdo do tamanho
de particulas € proporcional a poténcia de sonicacdo empregada e a uniformidade de disperséo
dependendo do tempo (BECKER PERES et al., 2016; BEHBAHANI et al., 2017; CORTIAL et
al., 2015; CUNHA et al., 2020). J& em relacdo aos parametros da formulacéo, as pesquisas tém
relatado que as principais influéncias no tamanho e Pdl das nanoparticulas é a quantidade de lipideo

total e concentracdo de lipideos solidos na formulagéo, cuja diminuicdo desses fatores facilitam a
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obtencgéo de tamanhos menores e distribuicdo mais homogénea (DAS; NG; TAN, 2012; GHANEM
etal., 2021; KELIDARI et al., 2017; SALEM et al., 2020; SOLEIMANIFARD et al., 2020). Além
desses fatores, outros fatores que as pesquisas tém mostrado que contribuem para 0 aumento do
tamanho das nanoparticulas € o tipo de lipideo (BEHBAHANI et al., 2017; FONSECA-SANTOS
et al., 2019; PINTO et al., 2019; VARSHOSAZ et al., 2010), inclusive quando testados para
nanoparticulas encapsulando IFAs hidrofilicos (BECKER PERES et al., 2016; CAVALCANTI et
al.,2018; DABROWSKA; SOUTO; NOWAK, 2021; GHADIRI et al., 2012; KHEZRI et al., 2020;
SHARIF MAKHMAL ZADEH et al., 2018; VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI,
2010). Na eficiéncia de encapsulamento, o que mais influenciou melhores incorporacdes de
farmaco foi a quantidade e tipo de lipideo e de tensoativo, sendo uma relacéo direta na quantidade
desses componentes e um maior encapsulamento (BAIG et al., 2016; DARA et al., 2019; SALEM
et al., 2020; SHAH et al., 2012). Ja a proporcao lipidio sélido/liquido tem mostrados resultados
distintos, predominando a relacdo de maior concentracdo de lipidios sélidos ocasionando menor
EE, visto que a adi¢do de lipidio liquido a matriz proporciona menor cristalinidade, permitindo que
mais farmaco seja incorporado (KELIDARI et al., 2017; SALEM et al., 2020). Entretanto, se
tratando de CLN contendo farmacos hidrofilicos que foram produzidos pelo método de
emulsificacdo multipla ou microemulséo, em que o farmaco é adicionado em forma de solucéo
aquosa, essa fase interna presente na fase oleosa ja provoca uma desorganizacao que ajuda a reduzir
a cristalinidade da matriz lipidica, sem a necessidade de quantidades maiores de lipideo liquido.
Inclusive, uma maior proporcéo de lipideo liquido nesses casos pode amorfisar em excesso a matriz
e dificultar a solidificacdo, facilitando que o farmaco escape da nanoparticula. Por isso, alguns
estudos mostram uma maior quantidade de lipideo sélido favorecendo maior encapsulamento de
farmacos (AWADEEN; BOUGHDADY; MESHALI, 2020; BECKER PERES et al., 2016;
FANGUEIRO et al., 2012; GHASEMIAN et al., 2017), assim como visualizado nesse estudo.
Portanto, para o planejamento da segunda série foram estabelecidos os seguintes critérios:
quantidade de lipideo (%L.ip) e a proporcao de lipideos solido e liquido (Sol/Liq) como variaveis
independentes; parametro de sonicacdo fixados em 7minutos e poténcia de 55% de amplitude;
diametro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento como
variaveis dependentes. Esses critérios foram utilizados em planejamento experimental do tipo

central composto, com dois fatores, em dois niveis e trés repeticdes do ponto central, 0 que gerou
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um total de 13 experimentos, cujo desenho experimental e os resultados estdo expostos na Tabela
6.

Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental contendo o farmaco, feito com Dynasan114 + Miglyol,
mostrando as varidveis dependentes e independentes

Amostra %Lip Sol/Lig Diam.(nm) Pdl PZ(mV) EE (%)
1 6,00 65/35 31,77 0,280 -39,0 53,61

2 8,00 65/35 41,13 0,227  -27,9 49,93
3 6,00 85/15 37,45 0,344  -196 41,31
4 8,00 85/15 38,01 0,296  -23,6 59,94
5 559  75/25 26,51 0,244 -19,1 46,29
6 8,41  75/25 45,52 0,263  -13,7 44,14
7 7,00 61/39 39,35 0,279  -21.3 40,78
8 7,00 89/11 35,45 0,269  -16,8 56,32
9 7,00  75/25 48,09 0,248  -17,7 57,20
10 7,00  75/25 34,54 0,230  -249 50,54
11 7,00  75/25 34,73 0,251 -11,0 51,54
12 7,00  75/25 38,45 0,273  -18,8 55,70

13 7,00  75/25 41,50 0,249 -20,1 56,32

Legenda: %L.ip = quantidade de lipideo na formulacéo total; Sol/Lig= proporc¢ao de lipideo solido e liquido

dentro do total de lipideos; Diam. = didmetro; PZ = potencial zeta.

E possivel observar na tabela que os resultados mostram a obteng&o de CLNs com didmetro
médio variando de 26,51 nm a 48,09 nm, Pdl entre 0,227 e 0,344, potencial zeta entre -11,0 e -39,0
e eficiéncia de encapsulamento entre 40,78% e 59,94%. As formulagdes apresentaram-se liquidas,
com aspecto translicido condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo azulado.
Considerando os parametros ideais para esse estudo ja mencionados, todas as amostras desse
experimento apresentaram resultados adequado em relacdo ao didmetro, apenas a amostra 3
apresentou Pdl um pouco acima do recomendado. O potencial zeta sofreu muita variagdo, com
algumas formulagdes tendo valores préximos ao ideal. Quanto a eficiéncia de encapsulamento,

valores proximos a 50% sdo os mais encontrados em estudos com CLNs contendo farmacos
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hidrofilicos (CAVALCANTI et al.,, 2018; DARA et al.,, 2019; GHADIRI et al., 2012;
GHASEMIAN et al., 2017; KHEZRI et al., 2020; LIU et al., 2014; ROSTAMKALAEI et al.,
2019; SHAH et al., 2012; SHTAY et al., 2019; VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI,

2010; ZHAO et al., 2014). O modelo mostrou-se ajustado para as variaveis avaliadas, com excecao

do Pdl (p<0,05), o que pode estar relacionado a pouca contribuicdo dos niveis dos efeitos testados

nessa variavel, resultando em pouca variagao na resposta. Os gréficos de Pareto obtidos para esse

planejamento estdo dispostos na Figura 17, onde é possivel visualizar os parametros de maior

magnitude e significativos nas variaveis independentes testadas.

Figura 17 - Grafico de Pareto para avaliagdo das variaveis no planejamento experimental feito com

Dynasall4 + Miglyol contendo o farmaco
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Legenda: %L.ip = quantidade de lipideo na formulacao total; Sol/Lig= proporcao de lipideo sélido e liquido

dentro do total de lipideos; PZ = potencial zeta; EE = eficiéncia de encapsulamento. Fonte: autoria prépria

Como mostram os gréficos acima, a variavel que teve efeito significativo (p<0,05) para o
diametro nos niveis analisados foi a quantidade de lipideos total (%Lip), cujo sinal positivo do
efeito demonstra que niveis elevados causam aumento do didmetro das nanoparticulas. Para o
potencial zeta, novamente, nenhuma variavel testada teve efeito significativo. J& na eficiéncia de
encapsulamento, foi significativa a interag0es entre os efeitos %Lip e Sol/Liq com sinal positivo,
indicando que altos niveis das variaveis juntas aumentam a resposta. Ou seja, uma maior
quantidade de lipideo total e uma maior proporc¢éo de lipideo solido na razdo Dynasan114/Miglyol
pode aumentar a EE. J& o Pdl ndo teve os efeitos avaliados, visto que o modelo nédo foi ajustado
para essa varidvel, podendo-se aproveitar apenas a avaliacdo de tendéncias dos fatores testados
nessa variavel, o que nesse caso demonstrou uma propensdo de aumentos nos valores de Pdl com
0 aumento da proporcao Sol/Liq, conforme pode ser observado na Tabela 6 mostrada acima. Por
conseguinte, evitar as proporcoes de lipideo sélido mais altas pode favorecer Pdl mais baixos.
Sendo assim, é possivel inferir que os CLNs compostos por Dynaan114 contendo o farmaco
possuem as melhores caracteristicas quando utilizados menores quantidades de lipideo total e
menor porcao solido/liquido, enquanto maior EE é obtida com quantidades maiores. Portanto, foi
necessario encontrar uma regiao intermediaria desses fatores que resultasse em valores 6timos tanto
para o tamanho da nanoparticula, quanto para a eficiéncia de encapsulamento do farmaco, o que

pdde ser melhor visualizado através dos graficos de superficie resposta (Figura 18).
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Figura 18 - Gréfico de superficie resposta para a variavel didmetro (A) e eficiéncia de encapsulamento (B)
em relacdo aos efeitos significativos do planejamento experimental das formulagdes feitas com Dynasanl114

contendo o farmaco.

(A)

50

Diametro
"
v

Fonte: autoria prépria

No gréfico A é possivel visualizar que os melhores didmetros estdo presentes na regido
verde/amarela, que corresponde a proporcao Sol/Liq abaixo de 90% de lipideo sélido e quantidade
de lipideo total abaixo de 8%. J& no grafico B, observa-se que as melhores EE estdo nas regides
laranja/vermelha, relacionadas as propor¢des Sol/Liq acima de 80% de lipideo sélido e quantidade
total de lipideo acima de 7%. Esses resultados apontam para as amostras 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13
como as melhores do ensaio e, como as amostras de 9 a 13 sdo repeticdes do experimento, apenas
4 amostras (4, 6, 8 e 9) foram consideradas como as formulacdes ideais apara a obtencdo dos CLNs.
Considerando, entre estas, que todas possuem tamanhos 6timos para a finalidade do estudo, Pdl
dentro da faixa de baixa dispersdo (< 0,300) e que o potencial zeta variou sem influéncia das
varidveis testadas, a escolha da melhor formulacdo foi feita baseada na eficiéncia de
encapsulamento, uma vez que seus valores determinam a forma de liberagdo do IFA da matriz
lipidica, além da quantidade total de farmaco na formulagdo. Nesse contexto, a amostra 4 foi

selecionada como a melhor formulagéo para obtencéo das nanoparticulas que continuam no estudo.
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53  OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS CLNs

A partir dos parametros das amostras eleitas no planejamento experimental foram
desenvolvidos os CLNs com e sem o farmaco, doravante denominados CLN4 e CLNb
respectivamente. Os carreadores foram obtidos por ultrasonicacdo a quente pelo método de
emulsdo multipla explicado no topico 4.2.3, além dos parametros definidos no DoE de 7 minutos
de sonicacdo a uma poténcia de 55% de amplitude, utilizando 8% de lipideo na proporcao 85%

Dynasan e 15% Miglyol para o CLN4.

5.3.1 Diametro meédio, indice de polidispersdo, potencial zeta, pH e Eficiéncia de

encapsulamento

Os nanocarreadores obtidos passaram por caracterizacdo pds-preparo para avaliagdo de
didmetro médio, Pdl, potencial zeta (PZ), eficiéncia de encapsulamento (EE) e pH, os quais foram
também monitorados continuamente ao longo da pesquisa para avaliacédo de estabilidade. O CLN4
apresentou diametro médio de particula de 41,13 + 0,210 nm, Pdl 0,227 £ 0,017, potencial zeta de
-27,9 + 1,30 mV, pH de 5,73 £ 0,11, além de eficiéncia de encapsulamento de 62,46 + 1,48 %,
enquanto o CLNDb teve didmetro médio de 36,91 + 0,341 nm, Pdl 0,184 + 0,009, potencial zeta de
-22,0+1,18 mV e pH 5,93 £ 0,32. Ambos os carreadores possuiram valores de didmetro, Pdl e PZ
semelhantes a mesma formulacdo testada no planejamento experimental, demonstrando sua
reprodutibilidade, bem como a EE também foi semelhante. Pequenas alteracdes no CLN4 podem
estar relacionadas a incorporacdo do farmaco, que pode influenciar em alguns pardmetros, como
aumento de tamanho e variacdo de PZ e pH das nanoparticulas, que nesse estudo mostrou um pH
levemente mais baixo comparada ao CLN4b devido ao pH acido do farmaco em solucéo.

Em aplicacdes farmacéuticas, o tamanho e a homogeneidade da dispersdo das
nanoparticulas sdo parametros cruciais para garantir um comportamento ideal da formulagcdo em
termos de estabilidade, absorcdo, entrega alvo e seguranca (CHEN et al., 2020; LI et al., 2016).
Por isso, € importante obter carreadores com caracteristicas fisico-quimicas 6timas, que confiram
estabilidade, bem como adequadas ao seu uso, e que essas caracteristicas se mantenham com o
encapsulamento do farmaco. Os valores de didametro, Pdl, PZ, EE apresentados pelo CLN4 estéo
dentro dos padrdes de qualidade recomendados na literatura para conferir melhor estabilidade para
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as nanoparticulas e dentro dos critérios estabelecidos dessa pesquisa (didmetro < 100nm, PdI<
0,300 ¢ PZ > | 20| mV, EE >50%). Além disso, o carreador possuiu um pH caracteristico da
solucdo do AM, que nao impede administracdo oral, como também demonstrou uma eficiéncia de
encapsulamento condizente, e até superior, a outros estudos que incorporaram IFAs hidrofilicos
em CLNs (CAVALCANTI etal., 2018; DARA et al., 2019; GHADIRI et al., 2012; GHASEMIAN
etal., 2017; KHEZRI et al., 2020; LIU et al., 2014; ROSTAMKALAEI et al., 2019; SHAH et al.,
2012; SHARIF MAKHMAL ZADEH et al., 2018; SHTAY et al., 2019; TIAN et al., 2018;
VARSHOSAZ; TABBAKHIAN; MOHAMMADI, 2010). Devido a alta solubilidade em agua,
farmacos muito hidrofilicos e o baixo peso molecular, como o AM, séo de dificil incorporagdo em
muitos sistemas de liberagdo de farmacos, possuindo média de encapsulamento nas pesquisas por
volta de 60% (LI; LI; ZHAO, 2020; MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021).

Em relacéo a encapsulacdo de antimoniato de meglumina em outros estudos, sao poucas as
pesquisas que utilizaram nanocarreadores como sistemas de entrega do farmaco, os quais
obtiveram EE em faixas proximas nos diferentes sistemas obtidos, tais como lipossomas com 58%
(FREZARD et al., 2000), 38% (BORBOREMA, 2010) 55,3-55,8% (MOOSAVIAN KALAT et
al., 2014) e 51,1% (MOOSAVIAN; FALLAH; JAAFARI, 2019), nanoparticula de quitosana
tiolada revestida com manose com 63,4% (SARWAR et al., 2017), sendo um estudo com EE mais
elevada com nanoparticulas de PLA com 70,5% (COSCO et al., 2021), embora a concentragdo de
antimonio tenha sido 10x menor que as utilizadas aqui. Outros trés estudos ndo informaram a EE
das nanoparticulas obtidas (ALVARENGA et al., 2015; BARAZESH et al., 2018; SOUSA-
BATISTA et al., 2019). Sendo assim, fica demonstrado o potencial inovador dessa pesquisa.
Ademais, as avaliages iniciais realizadas confirmaram a qualidade dos nanocarreadores obtidos,

sendo direcionados para demais ensaios de caracteriza¢des fisico-quimicas.
5.3.2 Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC) dos CLNs

As avaliacbes de DSC do farmaco, lipideo sdlido, mistura fisica total e carreadores
desenvolvidos foram realizadas visando avaliagdo do comportamento térmico das amostras e da
cristalinidade da matriz lipidica no CLN, visto que sdo fatores importantes para prever a
estabilidade fisica a longo prazo das nanoparticulas, no que concerne sua capacidade de manter o

encapsulamento do farmaco. Os gréaficos estdo apresentados na Figura 19. Comparando a curva do
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AM isolado com a mistura fisica e CLN4, nota-se que nao aparece o evento de fusdo do farmaco.
No caso do Dynasan puro em relagdo as demais amostras, é possivel notar um leve deslocamento
do pico de fuséo do lipideo de 60,4 °C para 52,28 °C na MF, 50,9 °C no CLNb e 52,30 °C no
CLN4, além de reducdo das entalpias de -199,39 J/g para 33,06 J/g, 21,30 J/g e 25,70 J/g

respectivamente.

Figura 19 - Graficos de DSC do farmaco (AM) e lipideo sélido (Dyn114) isolados, da mistura fisica total
(MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o farmaco (CLNb)
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Fonte: autoria prépria

O desaparecimento do pico de fusdo do farmaco sugere sua solubilidade nos excipientes da
formulacdo, tanto na MF quanto no CLN4, sendo nesse Ultimo também indicativo de incorporacéao
da solucdo do farmaco na matriz da nanoparticula, como relatado em alguns estudos (BENIVAL;
DEVARAJAN, 2012; LIU et al., 2014, MIRCHANDANI; PATRAVALE; BRIJESH, 2021;
SAEEDI et al., 2021). Também pode estar relacionado a diminuicdo da sua proporcao. Além disso,
a inclusdo do AM nas misturas favoreceu a redugdo da cristalinidade, j& que 0 mesmo é uma
substancia amorfa, culminando na reducdo das entalpias. Quanto ao lipideo (AH -199,39 J/g), a
mudanca na endoterma de fuséo foi gradativa, com reducao das temperaturas e entalpias de fusao
na MF (AH -33,06 J/g), no CLNb (AH -21,30 J/g) e CLN4 (AH -25,70 J/g), visiveis através do
deslocamento e redugdo do pico. A diminuicdo na MF é condizente com a solubilizacdo do
Dynasan na mistura liquida dos excipientes, formando uma mistura com fusdo facilitada, enquanto

no CLNb e CLN4 e também relacionada a formac&o de matrizes lipidicas com imperfeicdes, menos
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cristalinas, que foram ocasionadas pela formacéo da nanoparticula (LIU et al., 2017; SCHOENITZ
et al., 2014). Ambos os carreadores apresentaram evento de fusdo com menor entalpia que a MF,
0 que pode ser explicado pelo tamanho nanométrico da particula, cuja alta area superficial facilita
a fusdo com menor gasto energético (PIRES et al., 2017; ROSTAMKALAEI et al., 2019). Porém,
no caso da temperatura, 0 CLNb possuiu o menor valor, sendo relacionado com a auséncia do
farmaco, que € uma substancia sélida e eleva o ponto de fusdo quando presente nas misturas. Essa
mesma interferéncia contribuiu para a diferenca entre as nanoparticulas, embora minima,
confirmado pela temperatura e entalpia um pouco maior do CLN4 em relacdo ao CLNb.

Para inferir de forma mais assertiva sobre a reducéo de cristalinidade do lipideo durante a
obtencdo das nanoparticulas baseado no resultado do DSC, foi realizado o célculo do indice de
recristalizacdo (IR), conforme equacdo 1 mencionada nos métodos. O resultado mostrou um IR de
18,95% para o CLN4, confirmando a reducao da cristalinidade do lipidio sélido apos solidificacdo
e a formacdo de uma matriz imperfeita do nanocarreador. O IR vai depender da composi¢éo da
nanoparticula e da proporcdo de lipideo liquido usada, os quais véo influenciar na redugdo da
cristalinidade do lipideo sélido (BAN et al., 2014; CAMPOS et al., 2019; MADUREIRA et al.,
2015). No caso do carreador obtido nesse estudo, ainda deve-se levar em consideracdo a solucéo
do farmaco usada como fase aquosa interna durante o método de obtencdo do CLN4, que também
influencia nesse célculo, tornando a cristalizacdo menor (NELIS et al., 2019). Como ja
mencionado, a reducdo da cristalinidade € um fenbmeno desejado para incorporacdo do farmaco
com maior estabilidade, sendo retido dentro encapsulado ao longo do tempo de prateleira (DAS;
CHAUDHURY, 2011; GALVAO et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Por

conseguinte, o resultado encontrado foi favoravel a encapsulacdo do AM no CLN desenvolvido.

5.3.3 Difratometria de Raios X (DRX)

A avaliagdo por DRX foi realizada para avaliagdo da estrutura das substéancias isoladas, da
alteracdo estrutural quando em mistura e no nanocarreador, e para confirmacdo dos resultados
obtidos no DSC. Conforme mostrado na Figura 20, é possivel ver o padrdo de DRX do AM
(discutido no item 5.1.3), onde esta mostrado seu comportamento amorfo. O Dynasan exibiu picos
intensos em angulos 2e entorno de 19,29, 23,15, 24,05, indicando natureza cristalina. Esses picos

ja foram relacionados anteriormente as formas polimdrficas a, B e p/B’ respectivamente (LIU et
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al., 2017; SEVERINO et al., 2012). Na mistura fisica, ja foi apresentado um grau de amorfizacéo,
evidenciado pelo desaparecimento de picos menores e redugdo dos picos mais intensos
caracteristicos do lipideo, como os citados acima, que aparecem em bem menor intensidade devido
a sobreposicdo com um halo amorfo oriundo dos outros componentes da mistura (AM, tensoativos
e lipideo liquido). Por fim, os nanocarreadores apresentaram difratogramas semelhantes, com um
grande halo amorfo sem presenca de nenhum pico cristalino do lipideo sélido, denotando um maior

grau de amorfizacdo em relacdo a MF.

Figura 20 - Difratogramas do farmaco (AM) e lipideo s6lido (Dyn114) isolados, da mistura fisica de todos

os componentes (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o farmaco (CLNDb)
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Fonte: autoria propria

O difratograma do Dynasan esta de acordo com a literatura (KIPRIYE; SENEL;
YENILMEZ, 2017; KRISHNAM RAJU; SUDHAKAR; MURTHY, 2014; KUPETZ; BUNJES,
2014). O alargamento dos picos do Dynasan visualizados no grafico da MF foram provocados pela

adicdo dos demais componentes presentes na MF, com consequente solubilizacdo do lipideo,
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acarretando a diminuicdo da organizagdo da estrutura cristalina, com predominéncia polimorfos
menos estaveis. Assim como, o desaparecimento dos picos com o surgimento de um halo amorfo
largo mostrados nos graficos do CLN4 e CLNb é resultado da obtencéo de nanocarreadores com
variacdo polimorfica na matriz, alcancando um grau desorganizacgéo, caracteristico de CLNs que
possuem lipideo liquido em sua formulagdo (SAKELLARI et al., 2021; SATO; UENO, 2011;
SCHOENITZ et al., 2014; SEVERINO et al., 2017).

Triglicerideos podem se solidificar em diferentes formas cristalinas, dependendo da forma
de processamento, da presenca de misturas de lipideos ou de uma interface 6leo/agua, visto que
isso influencia 0 empacotamento ordenado das suas cadeias de acidos graxos (ALFUTIMIE et al.,
2016; DOUAIRE et al., 2014; SATO; UENO, 2011). Em geral, lipideos de cadeia longa, como o
Dynasan, se cristalizam em duas ou trés fases diferentes, o ¢ ' ou a, B e B/’ respectivamente
(RIBEIRO et al., 2015; SEVERINO et al., 2012). Essas estruturas polimorficas variam em niveis
de maior ou menor energia e possuem diferentes graus de cristalinidade. A conformac&o 3 € a mais
estavel e de maior ponto de fusdo, sendo a mais cristalina, enquanto as conformacdes a e ' sdo
mais instaveis e de menor ponto de fusdo, responsaveis por arranjos de menor cristalinidade (DA
SILVA et al., 2016; GOMES DA SILVA et al., 2022; NELIS et al., 2019). Por isso, esses tltimos
polimorfos sdo os mais prevalentes em CLN que demonstram reducdo de cristalinidade da matriz
no DRX (LIU et al., 2017).

Nos resultados de DRX mostrados nesse trabalho, os picos mais intensos presentes no
difratograma do Dynasan referentes a forma 3 € /B’ indica sua conformagao na forma polimorfica
mais cristalina e estavel. Houve uma reducdo de cristalizacdo na MF, demonstrado pela
sobreposicdo desses picos com o aparecimento de um halo amorfo dos demais componentes,
enquanto nos CLNs houve desaparecimento dos picos caracteristicos de formas cristalinas do
lipidio, o que é condizente com amorfizacdo da matriz do carreador. Ademais, esses resultados
corroboram os apresentados no DSC, gue sugeriram reducdo de cristalinidade da MF e dos CLNs
devido a diminuicdo do pico de fusdo, das temperaturas e das entalpias. 1sso, acompanhado pelo
desaparecimento dos picos no DRX, confirmam maior amorfizagdo do nanocarreadores. Assim,
foi obtida uma matriz mais desorganizada, que favorece a incorporagdo de quantidade maior de

AM, podendo minimizar sua expulsdo durante o armazenamento, e também modular sua liberag&o.
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5.3.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada De Fourier (FTIR)

Para confirmacao da incorporacdo do farmaco na matriz dos CLN, bem como avaliacéo de
interacdes e estabilidade fisico-quimica, foi realizado ensaio de espectroscopia no infravermelho,
cujos graficos estdo apresentados na Figura 21. Em amarelo estdo destacados 0s picos
caracteristicos dos lipideos, o quadrado branco ressalta picos em de grupamentos em comum do
lipideo e do AM, e em cinza os picos mais caracteristicos do farmaco, que foram usados para
destacar sua presenca nas misturas e nanoparticulas. Os espectros do AM, Dynasan e MF ja foram

discutidos no topico 5.1.2 e 5.2.2.2 respectivamente.

Figura 21 - Espectro de infravermelho do farmaco (AM) e lipideo sélido (Dyn114) isolados, da mistura
fisica total (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN4) e sem o farmaco (CLNb)
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Os espectros dos nanocarreadores possuem muita semelhanca, sendo possivel observar
discretas diferencas relacionadas a presenca do farmaco. O CLNb apresentou um espectro similar
ao da MF, com diferenca na banda em torno de 3400 cm™ referente aos estiramentos dos grupos -
OH, que esta mais proeminente devido a agua das dispersdes, a qual também contribuiu para uma
pequena banda em 1641 cm™ referente ao dobramento também do -OH. J4 0 CLN4 apresentou

diferencas sutis em relacéo ao carreador branco, com uma banda um pouco maior dos estiramentos
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dos grupos -OH em 3400 cm™, por causa da presenca desses grupamentos na molécula do farmaco,
além do pico em 1641 cm™ mais definido devido a contribuicdo também dos dobramentos -NH
presentes no AM, além de um sinal fraco 601 cm™ referente ao Sb-O. Além disso, em todos foram
mantidos os picos caracteristicos do lipideo.

Similar aos resultados de DSC e DRX, as anélises de FTIR dos CLNs obtidos revelam uma
interacdo positiva destes com o farmaco. A diminuicdo e/ou desaparecimento dos picos
caracteristicos do AM no espectro do CLN4 sugere que o farmaco tem uma boa dispersdo nos
componentes da nanoparticula, e que encontra-se incorporado em sua matriz. Esses resultados séo
consistentes com avaliacdes semelhantes feitas em outras pesquisas (BENIVAL; DEVARAJAN,
2012; KHEZRI et al., 2020; SAEEDI et al., 2021). Ademais, a manutencao do perfil do espectro
dos compostos, sem deslocamentos nem surgimento de novos picos, também confirmam a
estabilidade fisico-quimicas dos sistemas obtidos.

Portanto, baseado nos resultados das caracterizagdes fisico-quimicas do CLN4 e CLNDb,
pode-se inferir que foram obtidos nanocarreadores com Gtimas caracteristica nanométricas,
condizentes com 0s parametros reportados na literatura e apropriado ao objetivo do trabalho, o0s
quais possuiram matrizes lipidicas de baixa cristalinidade, que permitiu um bom aprisionamento
do antimoniato de meglumina, sem sinais de interacdo quimica danosa ao sistema. Sendo assim, 0s

carreadores obtidos foram direcionados para demais ensaios e avaliagdes de estabilidade.

5.4  ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO

Para avaliar variacdes nas propriedades fisico-quimicas dos CLNs ao longo do tempo e em
diferentes condigdes de armazenamento, foi realizado um ensaio de estabilidade com determinacdo
do didmetro médio, Pdl, PZ, pH, além de EE para o CLN4, com resultados preliminares de 45 dias
em armazenamento sob refrigeracdo ou temperatura ambiente. Sendo assim, através desse estudo
sera possivel avaliar a qualidade dos CLNs desenvolvidos, bem como estimar uma tendéncia geral
de estabilidade em determinada temperatura, direcionando o local ideal de armazenamento. Todos
os valores aferidos dos parametros ao longo dos 45 dias de ensaio estdo descritos no Apéndice F
(Tabelas 18 e 19).

As variacOes ocorridas durante o periodo de armazenamento nas diferentes condicGes de

temperatura estao dispostas graficamente na Figura 22 para 0 CLNb e Figura 23 para 0 CLN4. Para



111

0 nanocarreador sem o farmaco (CLNDb), as variacOes de diametro médio foram significativas ao
logo do periodo de estudo, que saiu de 36,91 £ 0,341 nm no pds-preparo para 45,39 + 0,140 nm no
45° dia sob refrigeracdo e 43,03 + 0,447 nm sob temperatura ambiente. O Pdl foi de 0,184 + 0,009
no primeiro dia para 0,213 + 0,012 no ultimo dia da amostra refrigerada, sendo a variacdo
significativa apenas nos 15 primeiros dias, e alcan¢ou 0,252 + 0,006 no ultimo dia da amostra em
temperatura ambiente, com significancia a partir do 30° dia. Quanto ao potencial zeta, a variacao
ocorreu de -22,0 + 1,18 mV no pés-preparo para -22,3 = 1,10mV e 13,6 £ 0,57mV no ultimo dia
das amostras sob refrigeracdo e temperatura ambiente respectivamente, sendo na primeira
significativa as variagdes no dia 30 e segunda nos dias 15 e 45. Para o CLNb armazenado sob
refrigeragdo, embora algumas variagdes tenham sido significativas, estas ndo foram relevantes, e
todos os parametros se mantiveram dentro dos critérios de qualidade ja mencionados. No entanto,
0 CLNb armazenado em temperatura ambiente apresentou uma variacdo maior do Pdl no 30° dia,
que alcangou valores acima ao limite maximo desejado, e o potencial zeta abaixo, que juntos ao
aumento de tamanho podem ser consideradas alteracbes que merecem maior atencdo. Como o
ensaio ainda ndo foi finalizado, os proximos resultados trardo uma melhor avaliacdo de um possivel
inicio de instabilidade. No 45° dia, todos os parametros avaliados foram significativamente

diferentes entre o CLNDb refrigerado e o armazenado em temperatura ambiente (p<0,01).

Figura 22 - Gréfico das variagbes de didmetro médio, Pdl e potencial zeta do CLNb armazenados em

diferentes condigdes de temperatura.
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Em relagdo ao CLN4, avaliando os graficos de estabilidade abaixo € possivel notar que na
amostra armazenada em refrigeracdo houve variagdes em todos os parametros no 15° dia, porém
houve uma manutencao em valores préximos no diametro e no Pdl e aumento do PZ (retorno ao
valor inicial) até o 45° dia, enquanto a amostra em temperatura ambiente iniciou um aumento
significativo de Pdl no 15° dia, que seguiu variando até o 45°, junto com 0s demais parametros. Os
resultados da avaliacdo do pds-preparo e do 45° dia de ensaio mostrou uma variagdo de diametro
de 41,13 £ 0,210 nm para 39,88 +0,631 nm no CLN4 refrigerado e para 44,62 + 0,196 nm do CLN
em temperatura ambiente. J& o Pdl variou de 0,227 + 0,017 para 0,275 + 0,001 na amostra
refrigerada e 0,334 £ 0,012 na amostra ambiente, e PZ de -27,9 + 1,30mV para -27,00 + 2,10mV e
18,40 + 0,17mV respectivamente. Novamente, observa-se uma variagdo mais relevante do
carreador armazenado a temperatura ambiente, que podera ter uma melhor avaliagdo da mudanca
na estabilidade depois do estudo de estabilidade completo. Ao final do estudo (45° dia), todos os
parametros avaliados mostraram diferenca significativa quando comparado o CLN4 armazenado
em temperatura ambiente e 0 armazenado sob refrigeragéo (p<0,01).

Figura 23 - Gréfico das variacGes de diametro médio, Pdl e potencial zeta do CLN4 armazenados em
diferentes condi¢des de temperatura
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Sé&o diversos os fatores que influenciam o tamanho, a homogeneidade e a estabilidade das
dispersdes de nanocarreadores, principalmente sua a composi¢éo e forma de armazenamento, 0s

quais impactam na obtencdo de formulacdes estaveis desde o pds-preparo e na manutengdo das
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caracteristicas de estabilidade ao longo do tempo. Nesse sentido, nanocarreadores sao considerados
estaveis quando apresentam homogeneidade das caracteristicas fisico-quimicas da dispersdo, como
o tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta (GORDILLO-GALEANO; MORA-
HUERTAS, 2021; SHAH, 2014; ZHAO et al., 2020). Por isso, a avaliacdo dessas caracteristicas
frente as diferentes condi¢Ges ambientais durante o tempo de armazenamento € importante para
avaliar o surgimento de instabilidades no sistema.

Mais do que apenas saber o tamanho das nanoparticulas, obter tamanhos ideais para a
finalidade almejada, com distribuicdo homogénea, e garantir a manutengédo dessas caracteristicas
ao longo do tempo deve ser considerado prioridade. A medida do indice de polidispersdo indica a
qualidade da dispersdo do sistema através da distribuicdo dos tamanho das particulas, podendo
variar de 0,1 a 1,0, de forma que quanto menor e mais proximo de 0,2, mais homogéneo esta a
distribuicdo do sistema, ou seja, menos polidisperso ele se encontra (BHATTACHARJEE, 2016;
ZHAQO et al., 2014). Por isso, mudancas nos valores de Pdl ao longo do tempo indicam variagédo
na distribuicdo de tamanhos das particulas no sistema, em que um aumento pronunciado pode
indicar agregacdo ou floculacdo, os quais sdo fendbmenos de instabilidade. Pesquisas sugerem
valores de PdI < 0,300 para considerar baixa polidispersdo, sendo o aumento gradativos desse
indice um indicativo de instabilidade da dispersdo (SHAH, 2014; YANG et al., 2014).

Em geral, as pesquisas referem-se ao inicio dos processos de instabilidade devido a
modificacbes do potencial zeta, que podem levar a agregacdo das particulas e, consequentemente,
aumento do tamanho e Pdl. Isso porque, o potencial zeta reflete a estabilidade do sistema em termos
de barreira eletrostatica, que causa repulsdo e evita a aglomeracdo das particulas em eventuais
choques durante 0 movimento Browniano. Por isso, considera-se que um PZ > 30mV (em modulo)
é um valor ideal para garantir uma repulsao eletrostatica maior que as forcas atrativas, garantindo
maior estabilidade (Heurtault, 2003; Kovacevik, 2014; Gordillo-Galeano, 2012). No entanto, a
repulsdo eletrostatica ndo é o Unico parametro que influencia a estabilidade das dispersdes de
nanoparticulas. O impedimento estérico tambem é um fator que contribui para a repulsdo das
particulas, o qual esta relacionado ao uso de tensoativos ndo-iénicos polietoxilados, que possuem
cadeias longas capazes de formar uma camada interfacial com propriedades estéricas suficientes
para evitar aglomeracdo. Além disso, a adsor¢do de tensoativos estéricos diminui o potencial zeta
devido ao deslocamento no plano de cisalhamento da particula (BHATTACHARJEE, 2016;
GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021; KOVACEVIC et al., 2011), sendo entéo,
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outro motivo para ndo considerar valores < |30 | mV como insatisfatério para estabilidade.
Ademais, também é possivel ocorrer a estabilizacdo por ambos 0s mecanismos (estérico e
eletrostatico) em paralelo. Nesses casos, mesmo com PZ abaixo de 30 mV (em mddulo), as
formulacGes podem ser estaveis por um longo tempo (GORDILLO-GALEANO; MORA-
HUERTAS, 2018; KOVACEVIC et al., 2011; SHAH et al., 2022).

Durante o estudo de estabilidade preliminar de 45 dias desse trabalho, as variagdes mais
pronunciadas foram observadas nos CLNs armazenados em temperatura ambiente, as quais podem
estar relacionadas a temperatura de armazenamento (~30°C), que aumenta a energia cinética do
sistema e a agitacdo das particulas, eleva o nimero de choques, superando a energia de repulséo e
favorecendo agregacdo. Além disso, a alta rigidez do filme do tensoativo (microviscosidade) que
evita a fusdo das camadas dos filmes apds o contato das particulas, também é impactada com o
aumento da temperatura, levando a desestabilizacdo (MASIIWA; GADAGA, 2018; SANDHU et
al., 2021; ZHANG; KIRSCH, 2004). Nessas condicGes, com a barreira estérica prejudicada, a
diminuicdo do PZ pode favorecer mais a aglomeracao das nanoparticulas, levando a deteccéo de
um aumento maior do diametro médio e do Pdl desses carreadores em comparagao aos carreadores
em temperaturas de refrigeracdo, onde as particulas se movimentam menos e a barreira do
tensoativo estéa preservada. Por isso, evidenciou-se que tanto o0 CLNb quanto o CLN4 armazenados
sob refrigeracdo apresentaram menores variagdes nos parametros avaliados, sendo considerados
mais estaveis até o tempo do estudo. Outras pesquisas mostraram resultados semelhantes da
influéncia da temperatura das condi¢bes de armazenamento na estabilidade das nanoparticulas
(AKHOOND ZARDINI et al., 2018; BANERJEE et al., 2018; GAO; MCCLEMENTS, 2016;
KOROLEVA etal., 2022; LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2017; MANCINI et al., 2015). Freitas
& Muller (1998) ainda demonstraram que em condi¢cdes de maior temperatura, nanoparticulas
apresentaram mais instabilidade e aumento de tamanho com um PZ < 15mV.

Ainda assim, embora tenha apresentado variacbes mais significativas, os CLNSs
armazenados em temperatura ambiente também permanecem estaveis perante os valores
apresentados, os quais continuam dentro dos limites de aceitagdo. Importante mencionar que,
mesmo com o PZ abaixo de | 30 | mV, todas as formulagdes tém mantido boas caracteristicas de
estabilidade, o que pode ser explicado devido ao uso do tensoativo Alkest, um tensoativo ndo iénico
de cadeia longa e polietoxilado, que assim como outros da mesma classe, possuem oOtimas

propriedades de formacédo de barreira estérica na superficie de nanoparticulas (KOVACEVIC et
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al., 2011; LUAN etal., 2015; SHAH, 2014). Dessa forma, os carreadores puderam ser estabilizados
pelo efeito eletrostatico e o impedimento estérico juntos. Ademais, uma avaliagdo completa ao final
do ensaio de estabilidade no 90° sera essencial para avaliar melhor o comportamento dessas
mudancas nas dispersdes dos carreadores, confirmando ou refutando o processo de instabilidade.

As caracterizacOes das propriedades nanotecnoldgicas ndo podem ser 0s Unicos parametros
determinante para avaliacdo da estabilidade de nanocarreadores, uma vez que relacionam-se,
predominantemente, com instabilidade fisica. Também séo necessarios outros parametros
complementares para avaliacdo da estabilidade quimica, para em conjunto fornecem uma avaliacéo
mais conclusiva sobre a estabilidade do sistema (MURAMATSU et al., 2022). Um exemplo é o
pH, cuja avaliacdo nas dispersdes pode trazer boa contribuigcdo quanto a estabilidade quimica dos
carreadores, principalmente quando se trata de formulages lipidicas, onde as alteracfes no valor
do pH podem significar oxidacdo ou hidrdlise dos lipideos, gerando &cido graxos livres que
diminuem o pH das dispersdes (KHANUM; THEVANAYAGAM, 2017; LBALL; BAJAJ;
WHITEHEAD, 2017; LI et al., 2013). Tais variacdes de pH, além de impactar na estabilidade
fisico-quimica do sistema, também podem impactar os IFAs, causando problemas de solubilidade
e degradacdo.

Durante os 45 dias de avaliacdo de estabilidade, as medidas de pH dos CLNs variaram
pouco, sendo significativas apenas para as formula¢Ges armazenadas em temperatura ambiente.
Para 0 nanocarreador sem o farmaco (CLNb), o pH iniciou o estudo com 5,93 + 0,32 e finalizou
com 5,61 + 0,12 quando armazenado em temperatura ambiente, com variacdes significativas no
dia 15 e 30, enquanto a amostra mantida refrigerada manteve o pH sem variacdes significativas. Ja
as nanoparticulas contendo o farmaco (CLN4), o pH no primeiro e no Gltimo dia mudou de 5,23 +
0,11 para 5,22 £+ 0,02 na amostra refrigerada e para 4,92 + 0,04 na amostra em temperatura
ambiente, sendo nessa ultima significativa a mudanca no 15° dia. Os valores completos podem ser
observados no Apéndice F. As variacdes de pH observadas nos CLNs desse estudo foram
consideradas irrelevantes, visto que houve manutencdo de valores proximos, sem indicacdo de
degradacéo dos lipideos até o dia avaliado. Ainda, a faixa de pH das amostras ndo causa nenhum
prejuizo as propriedades fisico-quimicas do farmaco, visto que o AM possui pH dentro dessa faixa
avaliada nos nanocarreadores. Inclusive, tais valores de pH apresentados pelas formulagdes

também sdo compativeis com sua administragdo por via oral.
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Por fim, outro pardmetro importante para ser avaliado durante o armazenamento é a
eficiéncia de encapsulamento, visto que estd diretamente ligada com a farmacocinética dos
sistemas. Como ja mencionado, fendmenos de expulsdo de IFAs da matriz das nanoparticulas
podem ocorrer devido ao rearranjo dos lipideos para conformacgdes mais estaveis, que sdo mais
cristalinas, e acabam “empurrando” o farmaco, diminuindo o encapsulamento (GALVAO et al.,
2016; MEHNERT; MADER, 2012; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011). Por isso, a eficiéncia de
encapsulamento deve ser avaliada também como um pardmetro de estabilidade dos
nanocarreadores, visto que diferentes condicdes de armazenamento podem influenciar nessa
propriedade. A Figura 24 mostra a variagdo da EE dos CLNs armazenados em temperatura
ambiente e sob refrigeracdo ao longo dos 45 dias de estabilidade, cujos valores detalhados podem

ser consultados no Apéndice F.

Figura 24 - Gréfico das variagOes de eficiéncia de encapsulamento (EE) do CLN4 armazenados em

diferentes condi¢Bes de temperatura
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Legenda: *p<0,05; **p<0,01.

As variagdes observadas no CLN4 mantido refrigerado apresentou uma variacdo nao
significativa da EE de 62,46 + 1,48% para 59,32 £+ 1,19% ao final do estudo, enquanto o CLN4
armazenado em temperatura ambiente apresentou uma diminuigdo para 50,51 + 1,38%, com
variacdes significativas ao longo do estudo. A diferenca da EE entre as amostras foi significativa
no 45° dia (p<0,01). Sendo assim, mais uma vez foi demonstrado a interferéncia da temperatura

durante o tempo de armazenamento nas caracteristicas do nanocarreador. No caso da eficiéncia de
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encapsulamento, alguns pesquisadores mostraram essa influéncia de forma mais evidente quando
a nanoparticula é submetida a temperaturas mais altas, como em um ensaio de estabilidade
acelerada, em que fica mais claro a diminuicdo da EE em funcdo da temperatura (HOSSEINI et
al., 2019; MURTHY et al., 2020; RAVI et al., 2014; SOLEIMANIFARD et al., 2020). E sugerido
que a diminuicdo do encapsulamento esta relacionada com alteracfes na organizacdo da matriz
lipidica, cujas mudancas séo favorecidas com aumento de temperatura, facilitando a converséo para
formas polimdrficas mais cristalinas do lipidio que contribuem para a expulsdo dos IFAs da matriz
(GALVAO et al., 2016; PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011; ZHENG et al., 2013). Isso acontece
ndo s6 em temperaturas de estresse térmico, mas também em diferentes temperaturas de
armazenamento (2° - 30°C) testadas nas pesquisas, onde temperaturas mais baixas favorecem a
manutencdo da EE (BANERJEE et al., 2018; CHOKSHI; KHATRI; PATEL, 2018; KALAM et
al., 2013; MAKONI; KASONGO; WALKER, 2019; MURTHY et al., 2020; OSANLOU et al.,
2022; RAVI et al., 2014). Inclusive, uma pesquisa comprovou, através de espalhamento de raios
X de alto angulo (WASX) e por DSC, o aumento da cristalinidade de CLNs armazenados a 25°C
(temperatura ambiente) por dois meses e a diminui¢do da EE devido rearranjo polimérfico do
lipideo (KASONGO; MLLER; WALKER, 2012).

Outro fator que pode influenciar a EE ao longo do tempo de armazenamento em
temperaturas maiores € a mudanca no filme de tensoativos na superficie das nanoparticulas. Como
jamencionado, mudancas na temperatura também alteram as propriedades dos tensoativos, 0s quais
diminuem a rigidez da sua camada de protecdo, o que pode favorecer a difusdo do farmaco para
fora da nanoparticula (FREITAS; MULLER, 1998; KOVACEVIC et al., 2011). No caso de CLN
contendo farmacos hidrossollveis, esse processo de difusdo é facilitado devido a maior afinidade
pela fase aquosa da dispersdo. Nesse contexto, estudos com CLNs contendo IFAs hidrofilicos tém
mostrado melhor manutencdo do encapsulamento do farmaco em temperaturas de refrigeracao
(BANERJEE et al., 2018; KAMBOJ; VERMA, 2018; KASONGO; MLLER; WALKER, 2012;
KHEZRI et al., 2020; TIAN et al., 2018), assim como nesse estudo. Portanto, foi mostrado que as
variacdes da EE do AM no CLN4 armazenado em refrigeracdo ndo foram significativas até o
momento avaliado, indicando que as alteragOes estruturais que a temperatura pode causar nos
carreadores ndo foram pronunciadas nessa temperatura de armazenamento.

Em suma, considerando todos os parametros avaliados nesse ensaio de estabilidade de

armazenamento, foi possivel demonstrar que a melhor condicao de armazenamento do CLN4 é sob
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refrigeracdo, cujas temperaturas sao mantidas em aproximadamente 4°C. Nesta condicéo, foi
possivel manter a formulacdo com didmetro, Pdl, PZ, pH e EE estaveis até 0 momento de ensaio,
garantindo a qualidade da formulagédo. Considerando que a estabilidade de armazenamento a longo
prazo de nanocarreadores € uma propriedade critica para aplicacdes meédicas, cuja homogeneidade
das propriedades fisico-quimicas estd diretamente relacionada com eficacia e seguranga, 0s
resultados obtidos aqui sugerem o CLN4 como uma formulagdo promissora até o momento. Além
disso, vale a pena destacar que a manutencao do tamanho do nanocarreador foi importante, dado
que ja foi demonstrado que esse parametro interfere na permeabilidade intestinal, que € fator
importante da absor¢do oral do farmaco. Ademais, a liofilizacdo dos CLNSs € outra alternativa a ser

estudada futuramente.

5.5 ESTABILIDADE EM pH GASTROINTESTINAL SIMULADO

Para nanocarreadores serem absorvidos e alcancar a corrente sanguinea, € necessario que
0S mesmos permanecam integros apds ser administrado por via oral, para garantir que o IFA seja
protegido até o0 momento da permeacdo intestinal. Nesse caminho, ocorrem varia¢fes de pH no
trato gastrointestinal (TGI), que vao de muito &cido no estbmago (~1,2) a menos acido no intestino
delgado (~6,8). Como essas variacbes de pH podem afetar a estrutura e estabilidade dos
nanocarreadores, é importante uma avaliacdo de estabilidade nesses diferentes pH (SHI et al.,
2020). Nessa pesquisa, 0s CLNs foram testados quanto a sua estabilidade fisico-quimica em meios
simulando pH do trato gastrointestinal (TGI) para entender o comportamento coloidal dos
carreadores nos fluidos por administracdo oral. Nas faixas de pH avaliadas, os resultados
mostraram que todos os parametros sofreram variacoes, conforme dados relacionados na Tabela 7.
O diametro médio sofreu mudancas significativas, mas sem impactos importantes, cujas variacoes
foram de 41,13 + 0,21nm para 40,35 + 0,18 nm ao final de 2h no tampao simulando pH estomacal,
e para 55,71 = 0,48 nm ao final de 4h em tamp&o simulando pH intestinal. Para o Pdl, as
diminuicdes dos valores sdo boas para os CLNs, embora néo significativas, passando de 0,227 +
0,017 para 0,093 + 0,007 e 0,186 = 0,005 no tampé&o pH 1,2 e 6,8 respectivamente. Ja o potencial
zeta apresentou diminuicdo importante, quase alcancando o ponto isoelétrico das cargas
superficiais. A variacao foi de -27,90 + 1,30mV para -0,156 £+ 2,741 mV e -1,08 = 0,354 mV em

tampao pH 1,2 e 6,8 respectivamente.
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Tabela 7 - Avaliacdo do didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta do CLN4 apds teste de

estabilidade em condic¢des de pH do TGI simulado

Meio Tempo | Diametro (nm) Pdl PZ (mV)

- 0 41,13+021 | 0,227 +0,017 | -27,90 + 1,30

15min | 51,73+0,45* | 0,051 +0,013 | -3,80 + 2,45"

Tampdo pH 1.2 30min | 51,76 +0,44° | 0,044 +0,015  -1,15#1,13"
1h 49,97 £ 0,25 | 0,074 £0,018 | -0,403 +0,41°
2h 40,35+0,18 | 0,093 + 0,007 | -0,156 + 2,74 "

15min | 55,91+0,27° | 0,116 £0,014 = -6,59 + 1,04

30min | 51,89 +0,29° | 0,061 0,008 | -4,54 + 0,39¢

TampdopH 6,8 1h 41,37 057 | 0,095+0,028 | -4,57 +0,72¢
2h 52,40 +0,54° | 0,067 £0,019 | -1,16 + 0,89

4h 55,71 +0,48° | 0,186 + 0,005 | -1,08 + 0,351

Legenda: letras sobrescritas iguais na mesma coluna representam diferencga significativa (p<0,001) em

relagéo ao tempo zero.

As variacOes observadas podem estar relacionadas aos ions presentes nos tampdes nos
diferentes valores de pH estudados. O tamanho, Pdl e PZ das nanoparticulas podem ser afetados
por diferentes valores pH ou na presenca de eletrolitos, visto que tais condi¢des alteram as cargas
na superficie das particulas (CHOI; ADITYA; KO, 2014; HONARY; ZAHIR, 2013; SHI et al.,
2020). Nesse sentido, as medigdes de potencial zeta nessas condi¢bes de flutuacdo de pH e
eletrolitos no meio sdo interessantes pois fornecem uma andlise do estado da carga superficial das
nanoparticulas, e os dados obtidos podem ser usados para prever a estabilidade das dispersdes
perante o impedimento eletrostatico (MANAIA et al., 2017; RASMUSSEN; PEDERSEN;
MARIE, 2020). E de conhecimento que PZ acima de | 30 | mV é indicado como valor 6timo para
produzir estabilidade eletrostatica das nanoparticulas, enquanto valores menores que |2O | mV
indicam condi¢fes menos estaveis, que podem favorecer agregacéo, caso ndo exista impedimento
estérico (BHATTACHARIJEE, 2016; HONARY; ZAHIR, 2013; KAMBLE et al., 2022). Portanto,

de acordo com as caracteristicas do meio em que foi realizado o ensaio, podem ocorrer alteracdes
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na magnitude e na carga do potencial zeta do nanocarreador, o que pode ocasionar aglomeracao
das particulas, aumento de tamanho e polidispersdo, a depender do tipo de tensoativo utilizado.

Nesse ensaio, 0 potencial zeta foi reduzido para proximo ao ponto isoelétrico ao final do
ensaio, que € bem abaixo do necessario para uma estabilizacdo eletrostatica minima (KAMBLE et
al., 2022; SHAH et al., 2022). Entretanto, como os tamanhos foram mantidos muito préximos e o
Pdl teve uma variagéo positiva, é possivel inferir que houve uma estabilizagdo estérica fornecida
pelo surfactante utilizado. O Alk30 é um tensoativo ndo idnico, e como tal, possui grupamentos
que podem adquirir carga negativa na interface quando em solucgéo, devido a predominancia do ion
OH™ em relagdo ao H" (CHOI; ADITYA; KO, 2014; ORTIZ et al., 2021; ZHAO et al., 2014). Nos
tampdes utilizados, existe uma grande quantidade de ions K+, 0s quais neutralizam essas cargas do
tensoativo, comprimindo a bicamada elétrica e levando o potencial zeta a proximo de zero, 0 que
poderia permitir a agregacdo das nanoparticulas e aumento de Pdl. Entretanto, o Alk30 tem uma
molécula grande e polietoxilada, que confere bom impedimento estérico na superficie da
nanoparticula, sendo o suficiente para evitar a agregacao na auséncia do impedimento eletrostatico.
Tal fendbmeno ja foi relatado em pesquisas com outros tensoativos da classe, que obtiveram
resultados semelhantes (MATHUR et al., 2019; SHAH et al., 2022; SHI et al.,, 2016;
SOLEIMANIAN et al., 2019).

As pequenas alteracbes no tamanho do CLN4 observadas podem ser atribuidas as variagdes
na dupla camada elétrica da superficie das nanoparticulas devido a presenca dos eletrélitos nos
diferentes tampdes utilizados, os quais interferem na medida do didmetro hidrodindmico que € feito
na avaliacdo de tamanho no DLS, causando pequena varia¢des. Ainda assim, foram consideradas
variacOes irrelevantes para a estabilidade do sistema. O Pdl também foi impactado pela presenca
dos eletrdlitos, porém positivamente, cuja reducdo dos valores para < 0,100 em pH 1,2 indicam
monodispersdo e para <0,200 em pH 6,8 indicam minima polidispersao de tamanhos (DANAEI et
al., 2018; GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2021), como pode ser verificado nos
gréficos das Figuras 30 e 31 no Apéndice G. Como discutido acima, a reducdo das cargas
superficiais da nanoparticula, evidenciada pele reducdo do PZ, diminuiu a repulséo eletrostéatica,
sobrando apenas o impedimento estérico proporcionado pela molécula do tensoativo. Como o Pdl
diminuiu, sugere-se que a repulsdo estérica foi suficiente para evitar a agregagéo das particulas,
isso refletiu em uma distribuicdo de tamanhos mais homogénea e, consequentemente, um Pdl

melhor. Antes, quando a repulsdo era influenciada por forcas eletrostaticas, variagdes podiam
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ocorrer de acordo com as flutuagdes das cargas superficiais, fornecendo maior ou menor repulséo
eletrostatica, que influencia na agregacao das particulas, conferindo um Pdl menos homogéneo.
Além disso, as varia¢Oes da carga de superficie dos CLNs também podem contribuir para
as interacdes do nanocarreador ao longo do trato gastrointestinal, uma vez que € o principal fator
que influencia na adsorcdo inicial das nanoparticulas na membrana celular (carregada
negativamente) e, apds adsorcdo, o tamanho da nanoparticula passa a regular a taxa de captacdo
endocitica (CARVALHO et al., 2018; RASMUSSEN; PEDERSEN; MARIE, 2020). Portanto, o
tamanho e o potencial zeta sdo fatores importantes para a absorcdo oral das nanoparticulas e
liberagdo de farmacos. Sendo assim, os resultados obtidos neste ensaio demonstram a estabilidade
do nanocarreador nas condigdes avaliadas, bem como mostraram que em condic¢des de pH mais
acido e na presenca de ions positivos, como os simulados aqui, 0 CLN4 adquire uma carga
levemente neutra, sugerindo a possibilidade de ter um contato mais proximo com a mucosa do TGl
e, talvez, favorecer a permeabilidade. Além disso, a manutencdo dos tamanhos abaixo de 60nm,
também propicia a absor¢do. Estudos de permeabilidade in vitro e in vivo sdo necessarios par

confirmar essa hipotese.

5.6  LIOFILIZACAO DOS CLNs

Almejando aumentar estabilidade e viabilizar a obtencdo de formas farmacéuticas sélidas
orais, 0s CLNs passaram pelo processo de secagem por liofilizacdo. Como o efeito de estabilizacdo
promovido pelos crioprotetores € influenciado pelo tipo e concentracdo, foi comparado o efeito
protetor de quatro acucares em diferentes concentracfes na formulacdo final (Ball, 2017). Em
avaliacdo prévia realizada, foi detectado que a liofilizacdo sem crioprotetor ndo confere secagem
eficiente das amostras, permanecendo um aspecto pegajoso, similar a um creme. Sendo assim, uma
série de crioprotetores foram testados em diferentes concentracdes objetivando a obtengdo de uma
liofilos em po e que as caracteristicas originais dos CLNs fossem mantidas. Inicialmente, foi
realizada uma triagem onde foram testados como crioprotetores o manitol, lactose, maltodextrina
e trealose, todos em solugéo, em concentragdes que alcangassem as proporgdes finais de 30%, 60%,
100%, 125%, 185% em relacdo a quantidade de lipideo (m/m), sendo adicionados na proporc¢éo de
1:2 ou 1:5 (v/v) aos CLNs. Além disso, as amostras foram congeladas a -80 °C em ultrafreezer por
12h.
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Os resultados mostraram que as nanoparticulas aumentaram significativamente de tamanho
apos a liofilizagdo, com diferentes resultados de acordo com a quantidade de crioprotetor usada.
Nenhum dos liofilos preparados com crioprotetores em concentracdes inferiores a 60% secaram
adequadamente, apresentando 0 mesmo aspecto pegajoso dos liéfilos sem crioprotetor. Todos 0s
liofilos que foram preparados com crioprotetores acima de 60% e na proporcdo 1:2, apds a
redispersdao, ndo mantiveram o tamanho e Pdl originais dos CLNs, apresentando tamanhos acima
de 250 nm (5x maior) e/ou Pdl > 0,300. Ja os liofilos preparados com crioprotetores acima de 60%
e adicionados na proporc¢édo 1:5 (v/v) nos CLNs apresentaram resultados divergentes: as amostras
contendo > 60% e <100% de crioprotetor também apresentaram tamanhos e Pdl elevados, enquanto
as amostras com crioprotetor >100% apresentaram precipitados de particulas, inviabilizando a
avaliacdo das nanoparticulas. Dentre todas as amostras, as que usaram trealose mostraram 0s
resultados mais proximos as caracteristicas das nanoparticulas em dispersdo antes da liofilizacao.

Com o resultado da triagem, foi selecionado o melhor crioprotetor para seguir na avaliacéo
da influéncia do processo de congelamento nas propriedades das nanoparticulas liofilizadas ap6s
redispersdo. Assim, foi testado o congelamento rapido por nitrogénio liquido nas amostras usando
trealose. Nesse novo teste de liofilizacdo, os CLNs foram adicionados de solucdo trealose em
concentragfes que alcancassem as proporcgdes finais entre 50% e 70% da proporcéo de lipidio
(m/m), cujos resultados estdo dispostos na Tabela 8 abaixo. Como é possivel observar, apenas as
nanoparticulas preparadas com crioprotetor nas concentragdes de 50 e 60% apresentaram
manutencdo das caracteristicas iniciais das nanoparticulas apds a redispersédo dos liéfilos. Como a
amostra contendo 60% apresentou aspecto mais pulverulento, este foi selecionado com o liéfilos
de escolha para dar seguimento ao estudo de estabilidade. Portando, o liéfilo escolhido apresentou
didmetro médio de 53,99 nm, Pdl 0,266 e PZ -25,0.
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Tabela 8 - Caracteristicas dos CLNs liofilizados com trealose em diferentes propor¢des

. CLNs liofilizados
Caracteristicas CLN em dispersio TE0% 0% 0%
Diametro médio (nm) 50,96 + 0,555 52,55 £ 0,226 | 53,99 + 0,530 | 241,60 £ 13,43
PdI 0,277 + 0,008 0,333 +£0,012 | 0,266 + 0,047 | 0,249 + 0,095
PZ -25,0 £ 0,231 -25,5+0,252 | -25,7 + 0,666 | -27,8 £0,924

Legenda: T50%: 50% de trealose; T60%: 60% de trealose; T70%: 70% de trealose.

Esses resultados dos testes de liofilizacdo sdo similares com algumas pesquisas reportados
na literatura e opostos ao de outras, visto que ndo existe uma convergéncia dos processos de
liofilizacdo, dado que existe uma diversidade de parametros que podem ser variados, desde aqueles
relacionados a formulagdo como aqueles relacionados ao método (LUO, W.-C. et al., 2021). Sabe-
se que uma concentracédo insuficiente de crioprotetor pode ocasionar um revestimento incompleto
da matriz vitrea ao redor das nanoparticulas, favorecendo agregacdo e promovendo uma secagem
inadequada (DOKTOROVOVA et al., 2013; LI et al., 2021). Sendo assim, € necessario sempre
realizar avaliacdo do tipo e quantidade de crioprotetor para diferentes tipos de nanoparticulas.
Nesse estudo, diante dos varios parametros testados, a trealose foi o crioprotetor mais eficaz em
manter o tamanho e Pdl originais dos CLNs, o que pode estar relacionado ao fato do mesmo
apresentar uma baixa mobilidade molecular apds a secagem e formar uma matriz amorfa e vitrea
(GUIMARAES et al., 2019).

Em relacdo as nanoparticulas lipidicas, no que tange o método de congelamento, alguns
estudos encontraram melhores resultados de liofilizagdo com congelamento répido por nitrogénio
(HORN; SCHANDA; FRIESS, 2018; ZHAO et al., 2020), justificado pela formacéo de cristais de
gelo menores que causam menos danos as nanoparticulas e melhorar o efeito crioprotetor, enquanto
outros o congelamento mais lento foi melhor (HOWARD et al., 2012). Existe ainda a possibilidade
de cada tipo de crioprotetor atuar melhor em diferentes condicGes de temperatura (ROUCO et al.,
2021).

Quanto aos crioprotetores, em alguns estudos as nanoparticulas lipidicas tiveram melhor
resultados com menores concentracdes de crioprotetor (ALIHOSSEINI et al., 2015; OHSHIMA et
al., 2009; SUZUKI et al., 2022), sendo mais eficaz em manter as caracteristicas de tamanho e PdI

apos a redispersado do liofilo, visto que quantidades muito elevadas de crioprotetor podem causar
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precipitacdo dos mesmos e comprometer a distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas. Em outros,
a eficécia do crioprotetor foi proporcional a sua concentragdo, usando pelo menos 20% (AMIS et
al., 2020; LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2016). Além disso, 0 manitol e a trealose sdo 0s
crioprotetores mais amplamente empregados nos estudos (LBALL; BAJAJ; WHITEHEAD, 2016;
ROUCO et al., 2021; TRENKENSCHUH; FRIESS, 2021).

5.6.1 Estabilidade dos CLNs liofilizados

Um ensaio de estabilidade das nanoparticulas liofilizadas estd em realizacdo, sendo
mostrados aqui os resultados preliminares. A liofilizagdo ocorreu baseado no melhor resultado dos
ensaios, cujas condi¢fes em empregaram o uso de trealose como crioprotetor, usando uma solucéao
na concentracdo final de 60% em relacdo a quantidade de lipidio e adicionado na propor¢do 1:5
(v/v) nos CLNs. Dessa forma, 0 CLN4 e o CLNb foram submetidos a liofilizag&o e armazenados
em temperatura ambiente durante o ensaio, onde em determinado intervalo de tempos as amostras
foram redispersas e avaliadas quanto ao tamanho das nanoparticulas, Pdl, potencial zeta. Os
resultados sio mostrados na Tabela 9. E possivel observar que houve baixa variacdo nos parametros

até o dia avaliado.

Tabela 9 - Caracteristicas fisico-quimicas dos liéfilos ao longo do tempo de armazenamento

Amostras Parametros PP 15D 30D
Diametro médio (nm) | 49,21 + 0,175 | 49,20 + 0,461 | 54,64 + 0,770P
CLNb Pdl 0,287 +0,039 | 0,285+ 0,019 | 0,312 £ 0,020
PZ -25,6 £ 0,231 | -20,8 +0,755% | -12,9 +0,451%
Didmetro médio (nm) | 53,99 £ 0,530 | 57,70 + 2,224° | 56,30 + 0,425
CLN4 Pdl 0,266 +£ 0,047 | 0,269 + 0,009 | 0,264 + 0,004
PZ -25,7+0,666 | -28,1+1,01 |-14,7+0,681¢

Legenda: PP = pds-preparo; PZ = potencial zeta. Letras sobrescritas iguais na mesma linha representam

diferenca significativa quando comparado ao PP (p<0,001).

Como ja foi mencionado, as nanoparticulas quando em dispersdo possuem facilidade de

movimentacdo e pode favorecer o choque entre elas, aumentando a chance de agregacdo e
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instabilidade. Logo, a secagem favorece a estabilidade fisico-quimica e também microbioldgica,
visto que diminui a viabilidade de proliferacdo de micro-organismos (LUO, W. C. et al., 2021).
Quando se trata de CLNSs, devido sua composicao lipidica, a secagem por liofilizacdo é uma
vantagem visto que ndo emprega temperatura elevadas que poderiam levar a fusdo dos lipidios e
consequente destruicdo das particulas (AMEKYEH; BILLA, 2021). No caso especifico desse
estudo, ha também a vantagem adicional da preservacdo do farmaco, pois 0 AM apresenta faixa de
fusdo em aproximadamente 100°C. Portanto, o processo de secagem dos CLNSs por liofilizacao foi
0 mais adequado para preservacdo do sistema, assim como 0s parametros empregados
proporcionou um li6filo que mantem as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas. Assim,
foi possivel obter um produto com melhor estabilidade e que permite a obtencao de formas sélidas

de uso oral.

5.7 ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO

Carreadores lipidicos nanoestruturados sdo reconhecidos por apresentarem uma cinética de
liberacdo mais lenta e sustentada ao longo do tempo, em comparacdo com formas farmacéuticas
convencionais. Entre os principais fatores que podem influenciar o perfil de liberagdo de farmacos
incorporados nesses sistemas sao composicao e estrutura da matriz do nanocarreador, tamanho da
particula, a quantidade e distribuicdo do farmaco, a temperatura do ensaio e meio receptor, sendo
as caracteristicas do sistema as mais importantes (DELMAS et al.,, 2012; GORDILLO-
GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). Nessa pesquisa, um ensaio de liberacdo in vitro foi
realizado visando avaliar o comportamento de liberacdo do farmaco pelo nanocarreador em funcéo
do tempo. Como € uma técnica que ajuda a prever o comportamento do sistema in vivo, é
importante que avaliacdes de liberacdo in vitro do farmaco a partir de um sistema de entrega sejam
realizadas em condi¢des que mimetizem situagdes in vivo.

Ao ser administrado por via oral, o nanocarreador passa por variagdes de pH no TGI, que
vao de muito &cido no estbmago (~1,2) a fracamente acido no intestino delgado, até ser absorvido
e atingir o pH levemente basico na corrente sanguinea (7,4). Por isso, nesse estudo, o ensaio de
liberagdo do AM em solugdo comparado ao AM no CLNA4 foi realizado em meios com diferentes

meios para mimetizar as condi¢des de variacdo de pH ocorridas no TGI, simulando uma
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administracdo oral. O gréafico de liberagdo cumulativa do AM obtido no ensaio de liberagdo a partir

da solucdo e do CLN4 em disperséo esté exibido na Figura 25.

Figura 25 — Liberacéo in vitro do AM em solucéo e no CLN4 em disperséo no decorrer de 48h
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Legenda: AM = antimoniato de meglumina. p<0,001 na comparagdo das amostras em cada ponto, exceto
0,25h (p>0,05).

Conforme os resultados apresentados no grafico, existe uma grande diferenca entre a
liberacdo do farmaco do CLN4 e da solucédo (p<0,001), exceto no primeiro ponto de coleta, aos 15
minutos (0,25h). Durante o estagio simulando a passagem pelo estbmago (pH 1,2), ocorreu uma
liberacdo répida (efeito burst), onde ao final de 2h nesse meio, a quantidade de AM liberada pela
solucdo foi de 79,18%, enquanto a quantidade liberada pelo CLN4 foi de 47,98%. Essa fase inicial
de liberacdo em grande quantidade ja era esperada para a solu¢do do AM, visto que o farmaco se
encontra livre para atravessar a bolsa de dialise por difusdo em direcdo a solucdo tampdo que
constitui 0 meio de liberagdo, no qual o AM possui alta solubilidade. No caso do CLN4, essa
liberacdo inicial pode ser atribuida ao AM n&o encapsulado no nanocarreador, que esta livre em
solucdo, ou ao que esta adsorvido na superficie, interagindo fracamente com o tensoativo, 0s quais
sdo facilmente difundidos para o meio. Essa afirmacéo pode ser melhor fundamentada ao comparar
a EE do farmaco no CLN4 (62,46%) com a quantidade liberada no efeito burst, onde os 47,98%
liberado podem corresponder aos 37,54% do farmaco ndo encapsulado, mais 10,44% de farmaco

adsorvido superficialmente.
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Posteriormente, na etapa simulando a passagem intestinal, houve uma liberagdo mais lenta
e sustentada de AM do nanocarreador, evidenciada através da formagao de um platd, onde apenas
7,65% de farmaco foi doseado durante as 4h de duracdo no meio pH 6,8, alcangando um total de
liberacdo de 55.63%. em contraste, a solucdo liberou 18,41% de AM nesse intervalo, alcancando
um total de 97,59%. Por fim, na Ultima etapa do ensaio, a qual simulava o pH sanguineo (7,4), o
CLN4 manteve a liberagdo sustentada, finalizando o ensaio com 58,99% de farmaco liberado em
48h, enquanto a solucédo atingiu 100% em 12h. Esse resultado demonstra que a incorporacgdo do
AM no CLN4 possibilita um perfil de liberacdo prolongado, de pelo menos 48h. Além disso, ao
considerar que 62,46% do farmaco esta encapsulado, e que ao longo de todo o ensaio foi liberado
58,99% de AM do nanocarreador, percebe-se que apenas 21,45% do farmaco liberado até o final
do ensaio foi oriundo do encapsulamento, demonstrando que a matriz lipidica do CLN foi capaz
de reter o farmaco de forma eficaz durante um longo tempo nas condicdes estudadas. 1sso é
importante pois sugere que grande quantidade de farmaco poderia entrar no processo de permea¢do
intestinal e absorcdo sistémica ainda veiculado no nanocarreador, conferindo melhor desempenho
e manutencdo de concentracfes plasmaticas de forma prolongada.

Um segundo ensaio, apos o processo de liofilizacdo dos sistemas, foi realizado o ensaio de
liberacdo do CLN a partir do liéfilo, o qual seguiu as mesmas condi¢des e parametros da liberacdo
anterior. A Figura 26 mostra o grafico de liberacdo cumulativa do AM a partir da solucdo e do
CLN4 liofilizado.

Figura 26 - Liberagéo in vitro do AM em solugéo e no CLN4 liofilizado no decorrer de 48h
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Legenda: AM = antimoniato de meglumina. p<0,001 na compara¢do das amostras em cada ponto, exceto
0,25h (p>0,05).

Através do grafico pode-se perceber que o CLN4 liofilizado mostrou um comportamento
semelhante ao CLN4 em disperséo, embora o carreador liofilizado tem alcancado uma liberagéo
de quantidade maiores do AM ao longo do estudo. Também existiu uma diferenca significativa
entre a liberagdo do farmaco do liofilo e da solugéo (p<0,001), exceto no primeiro tempo de coleta,
aos 15 minutos (0,25h). Durante o estagio em meio gastrico simulado (pH 1,2), houve efeito burst,
onde ao final de 2h a quantidade de AM liberada pela solucéo foi de 73,74%, enquanto a quantidade
liberada pelo CLN4 foi de 46,72%. Resultado ja era esperado e converge com a liberacdo do ensaio
anterior. A liberacéo inicial do AM a partir do CLN4 liofilizado esta relacionado ao farmaco ndo
encapsulado no nanocarreador e adsorvido na superficie. Como ainda néo foi possivel realizar o
doseamento do liéfilo pra saber a EE ap0s o processo de liofilizacdo, e tomando como partida a EE
59,32% da dispersdo antes de liofilizar e que o processo nao leva a perdas significativas, pode-se
sugerir que 0s 46,72% do AM liberado nas primeiras 2h esteja relacionado, possivelmente, com 0s
40,68% do farmaco nédo encapsulado e 6,04% de farmaco adsorvido na superficie.

Na etapa em meio intestinal simulado, houve uma liberacdo mais lenta e sustentada de AM
do liofilo, onde é possivel visualizar um plat6, sendo liberado apenas 11,29% de farmaco durante
as 4h de duragdo no meio pH 6,8, alcangando um total de 58,01% de AM liberado, em contraste
com a solucdo que liberou 27,26% de AM nesse intervalo, alcangcando 100% de liberacdo do
farmaco ao final de 6h. Ja na dltima etapa do ensaio, em pH sanguineo simulado (7,4), o CLN4
liofilizado ndo manteve a liberacdo sustentada apresentada pelo CLN em disperséo, finalizando o
ensaio com 72,4% de farmaco liberado em 48h. Esse resultado pode se relacionar a presenca do
crioprotetor presente no liofilo que, ao se localizar na superficie e interface das nanoparticulas,
facilita a difusdo do farmaco da matriz da nanoparticula para 0 meio, visto que o crioprotetor possui
caracteristica hidrofilica (Amekyeh, 2021). Ainda assim, a liofilizacdo anda manteve um perfil de
liberacdo prolongado, de pelo menos 48h.

Nanoparticulas quando entram na circulagdo sanguinea s@o rapidamente fagocitadas por
células do sistema fagocitico mononuclear, tais como 0 macréfago, e levadas para o figado e bago
para serem metabolizadas (SCIOLI MONTOTO; MURACA,; RUIZ, 2020). Isso ainda é mais
acentuado quando se trata de tamanhos de particulas <100nm. Além disso, quando se refere a
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nanoparticulas lipidicas, existe grande possibilidade de absorcéo linfatica, onde também ocorre
direcionamento para o bagco (BANERJEE et al., 2016; LI et al., 2016). Considerando a
fisiopatologia da leishmaniose, cuja forma infectante do parasita esta presente nos macréfagos do
hospedeiro, e que a disseminacdo da doenca nas formas mais graves ocorre principalmente para o
figado e baco (BATES, 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018), é possivel supor que a
absorcdo de farmacos contidos em nanocarreadores para o combate a leishmaniose € uma boa
alternativa terapéutica. Nesse contexto, nanoparticulas que possuirem maior quantidade de farmaco
encapsulado, quando alcancarem o intestino para permeacéo e absorcdo sistémica, poderdo ter
melhor eficacia, pois estariam no local de agdo com concentracdes elevadas de farmaco. Portanto,
o resultado do ensaio de liberagao gastrointestinal simulado sugere que cerca de 52% do AM estaria
encapsulado nos CLN4, tanto em dispersdo quanto no liéfilo, quando alcancasse 0 meio intestinal
para ser absorvido, 0 que o torna um potencial sistema de entrega de farmaco oral com finalidade
leishmanicida. Claro, essa é apenas uma extrapolacdo de raciocinio para os resultados encontrados
in vitro, baseado em conhecimentos reportados na literatura, sendo necessarios testes adicionais
para valida-la.

A liberacdo de farmacos a partir de nanocarreadores tem diferentes mecanismos a depender
do tipo de sistema (matricial ou reservatdrio), bem como da composicdo. Entre 0s principais, pode-
se citar difusio, erosdo, relaxamento ou dissolugdo. E relatado que no caso de sistemas lipidicos
do tipo matricial, tais como os CLNs, o processo de liberacdo do farmaco € governado
principalmente por um processo de difusdo, lixiviacdo/erosdo da matriz, sendo esse ultimo
dependente da molhabilidade (DELMAS et al., 2012; MIRCIOIU et al., 2019; SIEPMANN;
SIEPMANN, 2011). Inclusive, para CLN com farmacos hidrofilicos a molhabilidade € ainda mais
importante, visto que esta facilita a entrada do meio de liberacdo na nanoparticula para favorecer a
difusdo do farmaco, sendo a mesma incrementada com tensoativos hidrofilicos. Porém, o fato é
que ndo pode-se prever um determinado comportamento de liberacdo devido a complexidade do
sistema, que é susceptivel a transformacg6es polimorficas e mudancgas na microestrutura da matriz
(SIEPMANN; SIEPMANN, 2011).

Entdo, para avaliar o perfil de liberacdo do AM a partir dos nanocarreadores, se houve
modulacdo da liberacdo e se a liofilizagdo alterou o perfil de liberagdo, foram testados varios
modelos cinéticos para determinar qual corresponde ao perfil apresentado pelos CLNs e pela
solucéo, explicando 0 mecanismo de transporte do AM em ambos. Entre todos os modelos testados
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pelo software (ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer—Peppas, Peppas-Sahlim, Hixson-
Crowell), o que apresentou melhor ajuste para ambos os CLN4 foi o Peppas-Sahlim, enquanto o
melhor ajuste para a solugéo foi primeira ordem, visto que apresentaram o maior valor de R%justado
para cada amostra. A escolha do coeficiente de determinacéo ajustado (R%justado) para determinar o
modelo de melhor ajuste se deve ao fato que o coeficiente de determinacio (R?) é usado para
comparar modelos com niimeros iguais de pardmetros, enquanto 0 RZjustado Usado para comparar
modelos com diferentes niumeros de parametros, como é o caso desse estudo (BRUSCHI, 2015;
HEREDIA etal., 2022). O fato de os nanocarreadores e a solucao se ajustarem a diferentes modelos
cinéticos (destacados de cinza) indica que o sistema foi capaz de modificar a cinética de liberacao
do farmaco. Além disso, como ambos 0os CLN4 apresentaram ajuste ao mesmo modelo cinético,
significa que a liofilizacao ndo foi capaz de afetar o mecanismo de liberacdo, embora a quantidade

de farmaco liberado tenha sido maior ao final do ensaio (Amekyeh, 2021).

Tabela 10 - Avaliacdo dos modelos cinéticos aplicados a liberagdo de AM no em solucéo e no CLN4

Modelo AM solucéo CLN4 dispersao CLN4 liofilizado

R? R? ajustado R? R? ajustado R? R? ajustado
Ordem zero -2,6497 -2,6497 -3,8247 -3,8247 -2,4750 -2,4750
Primeira ordem 0,9837 0,9837 -2,1713 -2,1713 -0,6600 -0,6600
Higuchi -0,3112 -0,3112 -0,8900 -0,8900 -0,0326 -0,0326

Korsmeyer—Peppas | 0,6878 0,6595 0,6009 0,5647 0,9669 0,7801
Peppas-Sahlin 0,9033 0,8839 0,8483 0,8180 0,9492 0,9391
Hixson-Crowell | -1,3398 -1,3398 -2,5973 -2,5973 -1,0302 -1,0304

A solucdo de AM apresentou melhor ajuste a0 modelo de primeira ordem, denotando a
ocorréncia do mecanismo de transporte por difusdo Fickiana, a qual ocorre por um gradiente
concentragdo entre o meio doador e receptor, tendendo a atingir um equilibrio, caracteristica de
uma difusdo normal (BAISHYA, 2017; SILVA et al., 2012). Isso revela a significancia da
concentracdo do farmaco no controle da taxa de liberagdo do AM, visto que, na cinética de
liberacdo de primeira ordem, a velocidade da liberacdo no meio depende da relagcdo de quantidade
liberada de farmaco e quantidade remanescente, de modo que a liberag¢do vai diminuindo com o

tempo. Esse é o modelo mais relacionado a liberagbes convencionais (AHMED et al., 2019;
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HEREDIA et al., 2022). Nesse sentido, o modelo foi bastante adequado para descrever o
mecanismo de transporte ocorrido na liberacdo do AM em solucdo, visto que ndo existe uma matriz
que poderia influenciar no transporte do soluto para 0 meio, sendo dependente apenas da difuséo
do farmaco.

Ja 0s CLN4 apresentaram melhor ajuste ao modelo Peppas-Sahlin, que explica que a
liberacdo € governada, ao mesmo tempo, tanto por fenémenos de difusdo do farmaco quanto por
relaxamento da matriz do carreador. Nesse modelo, estes fendmenos sdo representados pelos
valores de K1 (difusdo) e K2 (relaxamento), os quais sdo usados para definir qual mecanismo de
transporte prevalece na cinética de liberagdo. Além disso, o valor do expoente de difusdo (m) pode
direcionar o tipo de difusdo (BRUSCHI, 2015; DASH et al., 2010). Para 0 CLN4 em disperséo e
para o lidfilo, respectivamente, os valores de K1 (34,81 e 33,41) foram maiores que K2 (-4,48 e -
3,68) no ensaio, denotando que o mecanismo de liberacdo do AM da matriz lipidica do
nanocarreador é mais influenciado pelo processo de difusdo do que relaxamento. J& os valores de
m >0,43 para ambos permitiu classificar como difuséo do tipo anémala (ndo Fickiana), onde ambos
processos ocorrem simultaneamente.

O relaxamento da matriz lipidica pode estar relacionado ao estresse da temperatura do
ensaio, que gera alteragdes polimorficas, tornando-a mais flexivel e permitindo a difusdo do
farmaco. Quanto a difusdo, ja foi mencionado que farmacos hidrossollveis tem tendéncia em se
difundir para fase aquosa externa por afinidade (KOVACEVIC et al., 2011). Portando, 0 ajuste ao
modelo Peppas-Sahlin com predominancia de transporte por difusdo (K1>K2) mostrou-se bastante
adequado para descrever o mecanismo da cinética de liberacdo do AM no CLN4. Alguns estudos
também apresentaram o modelo Peppas-Sahlin como o mais adequado para os carreadores lipidicos
desenvolvidos (IGNJATOVIC et al., 2021; MARKOVA et al., 2022). Em outros, 0 modelo
Korsmeyer-Peppas (também explica o transporte por difusédo e relaxamento) foi o mais adequado
(KOTESHWARA et al., 2017; ORTIZ et al., 2021; PATEL; MUNDADA; SAWANT, 2019).

Como mencionado anteriormente, varios fatores podem influenciar no mecanismo de
liberacdo do farmaco nos nanocarreadores. Logo, € importante salientar que ndo havera um
predominio de comportamentos, devido variagcdes de tantos pard@metros, nem também um modelo
matematico valido para todos os sistemas. Ainda assim, os resultados dessa pesquisa Sao
consoantes aos encontrados na literatura acerca do perfil de liberacdo de CLNs, que demonstram

que esses carreadores possuem uma matriz capaz de impor resisténcia a erosdo/relaxamento da
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matriz, prevalecendo transporte por difusdo (CHOKSHI; KHATRI; PATEL, 2018; KALAM et al.,
2013; LUAN et al., 2015; MATHUR et al., 2019). Inclusive, na pesquisa de Delmas e
pesquisadores (2012) foi mostrado que uma maior proporcao de lipideo solido confere perfis de
liberacdo mais prolongado. O mesmo foi observado por Osanlou et al. (2022) ao comparar
diferentes nanoparticulas solidas.

Por fim, comparada a cinética de liberagdo de primeira ordem apresentada pela solucdo, a
qual dependente da concentracdo do farmaco, os nanocarreadores mostraram uma cinética de
liberacdo combinada do relaxamento da matriz e difuséo, evidenciando que os CLN4 obtidos foram
capazes de modular a liberagdo do AM. Isso demonstra a importancia da matriz no controle cinético
da liberacédo, corroborando a baixa quantidade de AM liberada, do quantitativo encapsulado, ao
longo de 48h de ensaio. Sendo assim, além das qualidades fisico-quimicas ja comprovadas nos
ensaios anteriores, foi possivel mostrar que o0 CLN4 é um sistema de entrega de antimoniato de
meglumina com comportamento bifésico e libera¢do prolongada, que pode conferir concentracdes
plasmaéticas dentro da janela terapéutica, melhor regime posoldgico e até melhor eficacia, cujo
potencial deve ser aproveitado para avaliacdes adicionais de atividade leishmanicida e seguranca

toxicoldgica.

5.8 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR IN VITRO

No desenvolvimento de novas formulacBes sdo necessarios testes para avaliar sua
biocompatibilidade e seguranca. Somado a isso, 0 antimoniato de meglumina é um farmaco que
possui efeitos toxicos, como ja mencionado. De acordo com o Orgéo Internacional de Padronizagéo
(International Standard Organization - 1SO), ensaios in vitro séo os primeiros testes para se avaliar
0 quanto um material é ou ndo biocompativel (ISO, 2009). Por isso, um ensaio de citotoxicidade
por meio de cultura celular foi realizado, visto que conseguem avaliar a viabilidade celular de
diversos compostos com sucesso, devido a sua reprodutibilidade, rapidez, sensibilidade e custo
acessivel (KONG et al., 2011; LABOUTA et al., 2018). O teste foi realizado para avaliar a
concentragdo citotoxica do AM frentes aos macrofagos RAW 264.7, bem como comparar com as
avaliagdes feitas com o carreador contendo o farmaco (CLN4) e o branco (CLNDb), cujas

concentragOes avaliadas foram entre 6,125 pg/mL e 800 pg/mL.
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Os resultados mostraram que a viabilidade dos macrofagos nédo foi alterada de maneira
significativa quando estes foram expostos ao AM até 400 pg/mL, mantendo-se percentuais de
viabilidade acima de 90% mesmo na maior concentracdo. Os carreadores apresentaram toxicidade
acima da concentragéo de 50 pg/mL, com CCsp de 99,3 pug/mL para o CLNb e 94,2 pg/mL para o
CLN4. Embora apresentem alguma citotoxicidade, estas ainda foram bem inferior ao controle
positivo realizado com a miltefosina, que foi citotoxica a partir de 12,5 pg/mL e apresentou CCsg
de 19,2 ng/mL. A figura 27 mostra as variacfes de citotoxicidade dos compostos nas diferentes

concentragdes testadas.

Figura 27 - Grafico de viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7 do AM e dos CLNs
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Legenda: C+ = controle positivo; C- = controle negativo; *p<0,05 e ***p<0,0001 quando comparados ao

controle positivo. Fonte: Autoria propria.

De acordo com a ISO 10993-5, é determinado como citotoxico um produto que iniba o
crescimento celular em mais de 30% (1SO, 2009). Sendo assim, os resultados mostraram que tanto
0 AM em solucdo ndo é citotoxico para os macrofagos até 800 pg/mL. J& as nanoparticulas sdo
consideradas citotoxicas em concentracfes em concentragdes superiores a 50 pg/mL, sendo o
CLNb menos citotoxico. Tal toxicidade dos nanocarreadores pode estar relacionadas a
concentracdo de tensoativo das amostras, visto que ja € de conhecimento que alguns tensoativos
ndo ionicos polietoxilados podem apresentar citotoxicidade em concentragdes a partir de 0,02%
(GRANT et al., 1992). Ja a citotoxicidade significativa mais elevada do CLN4 em relagdo ao CLNb
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a partir de 50 pg/mL se correlaciona com a conhecida toxicidade do AM, que mesmo nédo tendo
sido citotoxico quando testado em solucdo, ao sua veiculagdo em um nanocarreador pode ter
facilitado sua interacdo e internalizacdo com as células devido seu tamanho reduzido e alta area
superficial, caracteristica essa ja conhecidas das nanoparticulas (VILLANUEVA-FLORES et al.,
2020).

Comparados com outras pesquisas que estudaram os perfis de viabilidade celular de
nanocarreadores contendo AM, que sdo poucas, 0s valores apresentados tém sido variados, cujos
resultados foram relatados como concentracdes que sao citotoxicas para 50% das células (CCso).
Em macrdfagos J774, a CCsp variou entre 112,1 e 1125 pg/mL para o0 AM (ALBALAWI et al.,
2021; BARAZESH et al., 2018, BORBOREMA et al., 2016; TREIGER BORBOREMA et al.,
2011), e quando encapsulado em diferentes nanocarreadores surgem valores CCso de 148,1 pg/mL
para nanoparticulas de alboumina (BARAZESH et al., 2018), 396,3 ug/mL com nanoparticulas de
cobre associadas a0 AM (ALBALAWI et al., 2021) e >1000 pg/mL em lipossoma (BORBOREMA
et al., 2016).

5.9  ATIVIDADE LEISHMANICIDA IN VITRO

5.9.1 Leishmania infantum

A triagem exploratoria de atividade leishmanicida in vitro de compostos em parasita
dimérfico (promastigota e amastigota), o que significa que ha uma infinidade de alvos moleculares
potenciais que envolvem muitas variacbes em diversas vias metabdlicas, bioquimicas e
bioldgicas. Varias espécies de Leishmania sdo usadas experimentalmente in vitro para avaliacdo
de atividade. Nesse estudo, os compostos foram testados frente as formas evolutivas amastigota
(intracelular) e promastigota (extracelular) das espécies de L. infantum, visando avaliar a atividade
leishmanicida frente a uma espécie de parasita causadora de leishmaniose visceral, sendo esta a de
maior infec¢do na américa latina.

A Tabela 10 mostra os valores de 1Cso para cada amostra testada. Como é possivel observar,
0 AM e o Glucantime ndo apresentaram atividade para nenhuma das formas da L. infantum,
enquanto os CLNs apresentaram atividade apenas contra a forma promastigota. A Miltefosina, que

foi utilizada como controle positivo, apresentou atividade para ambas as formas. O Glucantime,
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medicamento usado no SUS que possui 0 AM como IFA, também foi testado para comparacgéo dos
resultados.

Buscando avaliar se as amostras sdo ativas contra o parasita causando poucos danos as
células do hospedeiro, € utilizado o indice de seletividade, que é calculado pela razdo entre CCsg
nos macrofagos e 1Cso nos parasitas. Quanto maior é o indice, mais seletivo é o composto para o
parasita e, consequentemente, menor seu efeito toxico sobre as células do hospedeiro. Nao foi
possivel fazer o calculo desse indice para 0 AM, visto que 0 mesmo nao apresentou atividade. Mas
no caso dos CLNs o indice de seletividade de ambos foi baixo (<1,0), 0 mostra que 0s mesmos nao
possuem seletividade para aquela forma do parasita. Tal resultado ja era esperado, visto que houve
citotoxicidade em concentracBes proximas as que possuem atividade leishmanicida. Além disso, o

AM ja é conhecido por apresentar toxicidade.

Tabela 11 - Atividade leishmanicida das amostras frente as formas evolutivas amastigota e

promastigota de L. infantum expresso em ICsg

Amastigotas Promastigotas
Amostras
(1Cs0 pg/mL) (1Cs0 pg/mL)
AM ND >800
CLNb ND 104,7 £ 3,3
CLN4 ND 96,9+ 1,5
Glucantime >800 >800
Miltefosina 1,5+0,2 39+18

Legenda: ND= n&o detectado. Fonte: Autoria propria.

Como é possivel observar, os valores de ICso dos CLNs s&o proximos entre si, 0 que pode
estar relacionado a citotoxicidade do nanocarreador, sendo o CLN4 mais toxico devido a presenca
do farmaco na nanoparticulas, que teve sua atividade leishmanicida intensificada em relagdo ao
AM livre, sendo este comportamento semelhante ao que ocorreu no ensaio de citotoxicidade em
macrofagos. Entretanto, o antimoniato de meglumina € o tratamento de primeira escolha para as
leishmanioses e, portanto, a auséncia de atividade no ensaio levantou a possibilidade de problemas
com a matéria-prima do AM utilizada no estudo. Nesse ponto, foi utilizado o Glucantime, onde
uma amostra diretamente retirada da ampola do medicamento foi testada no ensaio. Ainda assim,

ndo houve atividade leishmanicida até a concentragdo mais alta estudada (800 pg/mL).
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Ao tentar buscar explicacdo para a auséncia de atividade do AM e do Glucantime, percebeu-
se que pode estar relacionado com o método do ensaio, 0 qual usa cepas transgénicas dos parasitas,
os quais foram transfectados para passarem a expressar beta-galactosidase. Trata-se de uma enzima
que é utilizada no ensaio colorimétrico, a qual cliva o substrato produzindo uma coloragédo
avermelhada, detectavel por espectrofotometria, sendo sua presenca condicionada a parasitas vivos
no ensaio (SANTOS et al., 2019), O teste foi validado pelo laboratdrio utilizando a Anfotericina B
como farmaco modelo que possui atividade leishmanicida atraves do mecanismo de acdo que
envolve a interferéncia da precursor do ergosterol presente na membrana citoplasmatica do
parasita, levando sua ruptura. J& a miltefosina, usada no teste como controle positivo aqui nessa
pesquisa, atua por inibi¢do da sintese da membrana celular do parasito, por interrupgdo das vias de
sinalizacdo celulares na membrana, inducdo de apoptose ou por disfuncdo mitocondrial (LIMA,
2017; SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). Ambos os farmacos ndo dependem
exclusivamente da interferéncia do metabolismo energético do parasita para ter acdo. No caso do
AM, alguns mecanismos s&o sugeridos, sendo eles envolvidos com a reducéo do Sb*® em Sh*3 apds
a administracio, onde o Sb*® atuaria em enzimas do metabolismo celular, interferindo na
bioenergética do parasita. Baseado nisso, foi levantada a hipotese de que os parasitas transgénicos
podem ter sofrido alguma modificacdo que impossibilita a reducdo do antiménio pentavalente em
trivalente, ou que ndo possua mais 0s substratos das enzimas onde o fArmaco atuaria, ou até mesmo
que tenha suprimido a sensibilidade dos parasitas ao farmaco.

Tais hipoteses foram sustentadas por alguns estudos que testaram a atividade leishmanicida
do AM por método classico com espécies ndo transgénicas comparado ao método que utiliza os
parasitas trasnfectados para expressar constitutivamente a beta-galactosidase. Seus resultados
mostraram que a Anfotericina B e a miltefosina apresentaram atividade em ambos os métodos,
enguanto o glucantime s6 apresentou atividade no método que usou parasitas nao transgénicos
(CARVALHO et al., 2015). Os pesquisadores mostraram que a transfec¢do provocou a resisténcia
dos parasitos ao glucantime, 3 a 10 vezes acima da I1Cso da cepa ndo transfectada. Somado a isso,
outras pesquisas que usaram métodos tradicionais para testar atividade do AM contra cepas de L.
infantum ndo transgénicas, mostraram atividade leishmanicida: I1Cso de 60,28 pg/mL para a solugdo
de AM e 0,95 pg/mL quando incorporado no lipossoma em amastigotas (BORBOREMA et al.,
2016); ICso de 11,26 pg/mL para a solucdo de AM e 8,30 pg/mL incorporado em microesfera
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contra promastigotas e 176 pg/mL para a solugdo de AM e 31,95 pg/mL na microesfera contra
amastigota (PUJALS et al., 2008).

5.9.2 Leishmania amazonensis

No Brasil, hd sete espécies de leishmanias envolvidas na ocorréncia de casos de
leishmaniose tegumentar, sendo a L. amazonensis uma das mais importantes e frequentes nas
infeccdes (BRASIL, 2014). Nessa pesquisa, essa espécie foi escolhida para avaliar a atividade dos
compostos contra uma espécie causadora de LC. Conforme é visto na tabela 11, nenhuma das
amostras apresentaram atividade contra a forma promastigota, apenas o controle positivo feito com
miltefosina. Ja em relacdo a forma amastigota, 0 AM e o glucantime continuaram sem apresentar
atividade, enguanto as nanoparticulas foram ativas. Novamente, observou-se comportamento
semelhante ao ensaio anterior, em que houve auséncia de atividade leishmanicida pelo AM livre e
os valores de 1Cso dos CLNs s&o proximos entre si e 0 CLN4 foi mais téxico devido a presenca do

farmaco nas nanoparticulas.

Tabela 12 - Atividade leishmanicida das amostras frente as formas evolutivas amastigota e

promastigota de L. amazonensis expresso em ICsg

Amastigotas Promastigotas
Amostras
(1Cs0 pg/mL) (1Cs0 pg/mL)
AM >800 ND
CLNb 150,6 + 38,4 >800
CLN4 115+ 12,4 >800
Glucantime >800 >800
Miltefosina 1,4+0,1 10,7+ 2,2

Legenda: ND= néo detectado. Fonte: Autoria prépria.

Alguns estudos demonstram a atividade do antimoniato de meglumina contra a espécie L.
amazonensis feitos por métodos classicos, sustentando a hipdtese de 0 método que utiliza espécies
transgénicas poder interferir na sensibilidade ja conhecida ao farmaco. Zauli-Nascimento (2010)
mostrou atividade do AM contra amastigotas, com ICso que variou entre 112,2 pg/mL ¢ 146,0
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pg/mL, enquanto Oliveira (2018) mostrou um ICsp entre 4,43 ¢ 7,41 pug/mL. J& na pesquisa de
Carvalho e colaboradores (2015), o glucantime mostrou um ICsp de 22,9 pg/mL em amastigotas.
Considerando outras espécies além das estudadas aqui, pesquisas também relatam atividade do AM
livre e nanoencapsulado. Nas formas amastigota foram relatados ICso de 26,6 pg/mL para 0 AM
livre e 13,18 pg/mL quando encapsulado em nanoparticula de aloumina (BARAZESH et al., 2018),
52,6 pg/mL para AM livre e 21,3 pg/mL na nanoparticula de cobre (ALBALAWI et al., 2021), 93
pug/mL do AM livre e <25 pg/mL do AM em lipossoma (BORBOREMA et al., 2011), € 9,68 pug/mL
do AM em lipossoma (MOOSAVIAN; FALLAH; JAAFARI, 2019), todos avaliados na espécie L.
major.

Baseado nos ensaios realizados em ambas as espécies de Leishmania, € possivel ponderar
a necessidade de realizar ensaios de atividade leishmanicida por outro método para confirmar ou
refutar a hipdtese de inadequabilidade desse ensaio para testar o antimoniato de meglumina e,
consequentemente, a eficiéncia dos nanocarreadores produzidos. Ademais, ensaios in vivo podem
ser necessarios para comprovar a eficiéncia dos CLNs na entrega do farmaco de forma mais eficaz

ao alvo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados é possivel concluir que o planejamento experimental foi realizado
com sucesso, Vvisto que através dessa triagem foi possivel desenvolver carreadores lipidicos
nanoestruturados com caracteristicas fisico-quimicas adequadas. O tamanho e sua distribui¢do
homogénea, o potencial zeta e o pH mostraram-se adequados para nanocarreadores que visam
administracdo oral. As demais técnicas de caracterizacdo comprovaram a incorporacao do farmaco
na nanoparticula e confirmaram a obtencdo de um CLN com matriz amorfizada que possibilitou
bom encapsulamento do antimoniato de meglumina e permitira menor extravasamento do farmaco
ao longo do periodo de armazenamento. Inclusive, essa matriz foi capaz de manter bons niveis de
farmaco encapsulado ao longo do tempo, assim como manteve 0s demais parametros avaliados
também estaveis em armazenamento sob refrigeracdo por pelos 45 dias de ensaio. Além disso, a
liofilizacdo também mostrou estabilidade preliminar dos CLNs, sem grande alteracdo das
caracteristicas fisico-quimicas.

Em condi¢6es de pH simulando o trato gastrointestinal foi possivel observar a manutengéo
das caracteristicas e estabilidade do carreador, o que pode permitir chegar ao local de absor¢cdo com
integridade preservada. Além disso, tanto o CLN em dispersao quanto o liofilizado proporcionou
uma liberacdo prolongada do antimoniato de meglumina em ensaio simulando administragao oral,
com duracgdo de pelo menos 48h, em contraste a solucao que apresentou liberacao entre 4 e 6h. O
ensaio de viabilidade celular permitiu conhecer concentracfes citotoxicas do farmaco e das
nanoparticulas em macrofagos, assim como a avaliacdo da atividade anti-leishmania forneceu um
perfil de atividade que foi diferente para as espécies estudadas, e ndo correspondeu ao perfil de
atividade leishmanicida do AM, alertando quanto ao método de avaliacdo utilizado. Portanto, pode-
se inferir que os CLNs produzidos possuem potencial como um sistema de entrega oral de liberacéo
prolongada de farmaco leishmanicida, os quais precisam passar por ensaios de farmacocinética in
vivo para comprovar a possibilidade de melhoria de permeabilidade intestinal e absorcéo oral.
Ademais, cuja obtengdo do CLN liofilizado viabiliza a obtencdo de formas farmacéuticas orais

solidas.
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PERSPECTIVAS

Finalizacdo do ensaio de estabilidade de armazenamento dos CLNs até 90 dias de
acompanhamento;

Finalizar as caracterizacdes do CLN liofilizado;

Realizacdo de microscopias eletrénicas de varredura (MEV) e transmissdo (MET) dos
CLNs obtidos;

Realizacdo de ensaios de toxicidade aguda in vivo em camundongos;

Realizacdo de ensaio de farmacocinética in vivo em ratos para avaliacdo de
biodisponibilidade relativa;

Obter formas farmacéuticas solidas orais;
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APENDICE A - RESUMO DAS PROPRIEDADES TERMICAS POR DTA

Tabela 13 - Propriedades térmicas dos lipideos sélidos e das misturas fisicas com lipideos liquidos avaliadas
por DTA

Amostra | TF (°C) | Onset (°C) | Endset (°C) | Entalpia (J/g)
Dynl114 59,14 54,30 69,66 -245,24
Dyn114+Mig | 51,54 46,27 63,39 -110,53
Dyn114+Olei | 52,20 46,63 63,14 -128,02
Dyn118 73,86 68,42 84,67 -273,45
Dynl118+Mig | 67,13 59,10 78,86 -124,57
Dyn118+Olei | 66,98 62,55 78,81 -143,83
Comp 76,64 71,37 86,32 -163,40
Comp+Mig 73,45 67,79 83,81 -147,64
Comp+Olei 65,76 53,14 76,06 -128,00
Inwi 64,76 55,59 74,99 -239,95
Inw+Mig 65,52 59,20 75,63 -161,55
Inw+Olei 62,20 52,70 73,99 -144,98

Legenda: TF= temperatura de fusdo; Dyn114 = Dynasall4; Dyn118 = Dynasan118; Comp = Compritol
ATO; Imwi = Imwitor 900K; Mig = Miglyol 812; Olei = Acido oleico. Fonte: Autoria propria.
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APENDICE B - GRAFICOS DTG

Figura 28 - Curvas DTG das substancias isoladas (lado A), misturas ternarias e misturas totais (lado B)

avaliadas no ensaio de compatibilidade
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Legenda: Dyn114 = Dynasal14; Dyn118 = Dynasan118; Comp = Compritol ATO; Imwi = Imwitor 900K
Mig = Miglyol 812; Olei = Acido oleico; Span = Span80; Alk30 = Alkest. Fonte: Autoria propria.
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APENDICE C - RESUMO DAS PROPRIEDADES TERMICAS POR TG/DTG

Tabela 14 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternérias e totais feitas com
Dynasan 114 avaliados por TG/DTG

Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total
de
Perda | Temp Perda | Temp Perda | Temp
Amostra o o o . o . perda
(%) (°C) (%) (°C) (%) (°C) (%)
65,90 - 254,96 - 547,73 -
AM 15,29 130,80 28,44 305,65 14,01 575,38 57,74
315,96 - 429,51 -
DYN114 88,62 384.12 3,28 445,39 - - 91,9
292,21 -
MIG 94,57 329 80 - - - - 93,03
366,83 -
SPAN 85,66 42227 - - - - 85,66
344,02 - 404,19 - 513,40 -
ALK30 50,29 38874 26,96 432,88 2,67 547.96 79,92
DYN114+MYG+A 291,98 - 345,87 -
M 63,42 32837 31,58 374,66 - - 95,00
269,36 - 390,58 -
SPAN+ALK30+AM | 18,89 31313 48,86 43314 - - 67,75
276,81 - 410,72 -
MF 51,99 32369 29,21 41927 - - 81,2

Legenda: Dyn114 = Dynasall4; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 15 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternarias e totais feitas com
Dynasan 118 avaliados por TG/DTG

Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total

de

S o R S o B R I LS
AM 15,29 igsgo 28,44 2;’;59;5 13,54 5:7757;8 57,27
DYN118 96,36 355,;721- - - - - 96,36
MIG 94,57 2??225’2810' - - - - 93,03

SPAN 85,66 3f§28237 - - - - 85,66
ALK30 50,29 3;;5?724' 26,96 44?;2’,1:8' 2,67 551251;6' 79,92
DYN118+MYG+AM | 40,87 237221”2616' 44,98 3ffff4' - - 85,85
SPAN+ALK30+AM | 18,89 23?1933163 48,86 339?;184‘ - - 67,75
MF 30,29 23?121’?770' 49,74 35203;?813' - - 80,03

Legenda: Dyn118 = Dynasal18; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 16 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternarias e totais feitas com

Compritol avaliados por TG/DTG

Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total

de

amasza 00t T | o | oo | o | e
AM 15,29 i:ssc?go 28,44 235;;:5' 13,54 5547757338 57,27
COMP 94,84 3;;2’11077' - - - - 94,84
MIG 94,57 23?2292810 - - - - 93,03
SPAN 85,66 3f2628237 - - - - 85,66
ALK30 50,29 3;;5;’ 26,96 4;;2”1:8' 2,67 5515’7’?;6' 79,92
COMP+MYG+AM | 47,33 2;54,234' 30,56 3471551322' - - 77,89
SPAN+,'6\\/ILK30+A 18.89 2;193312 48,86 353?;3184- ] ] 67.75
MF 18,97 237 17 10; , | 655 35215;?728' - - 84,47

Legenda: Comp = Compritol; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica

total; Temp = temperatura. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 17 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternarias e totais feitas com

Imwitor avaliados por TG/DTG

Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total

de

amasza | TGt S oo | o | ee | o | P
AM 15,29 igsgo 28,44 2;’;59;5 13,54 5547757338 57,27
IMWI 49,20 23,5;’63:’5 41,85 35(?7659 - - 91,05
MIG 94,57 2??225’2810' - - - - 93,03
SPAN 85,66 3f§28237 - - - - 85,66
ALK30 50,29 3;;5?724' 26,96 44?;2’,1:8' 2,67 5515’7’?;6' 79,92
IMWI+MYG+AM | 40,51 224;51186 41,79 3;;36202 4,16 5;:38:3 86,46
SPAN+,'A\\/ILK3O+A 18.89 2361933163 48,86 339??,:3184- ] ] 67.75
MF 23,58 23?021’?;2' 60,88 35;;721' 5,59 5517139791 90,05

Legenda: Imwi= Imwitor; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica total,
Temp = temperatura. Fonte: Autoria propria.
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APENDICE D - RESUMO ENSAIO DE COMPATIBILIDADE POR DTA

Tabela 18 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternérias e totais feitas com

Dynasan 114 avaliados por DTA

TF Onset Endset Entalpia
Amostra Evento o o o
(°C) (°C) (°C) (J/9)
AM unico 88,28 61,58 128,54 -212,71
DYN114 unico 59,14 54,3 69,66 -245,24
DYN114+MYG+AM unico 52,23 44,27 66,04 -131,21
SPAN+ALK30+AM - - - - -
L 48,44 40,7 57,33 -10,02
evento
MF -
258,58 192,29 284,31 159,27
evento

Legenda: Dynll14 = Dynasall4; Span = Span80; AIk30 = Alkest; MF= mistura fisica total; TF =
temperatura de fusdo. Fonte: Autoria propria.

Tabela 19 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternérias e totais feitas com

Dynasan 118 avaliados por DTA

Amostra Evento TF Onset Endset Entalpia
(°C) °C) °C) (J/9)
AM unico 88,28 61,58 128,54 -212,71
DYN118 unico 73,86 68,42 84,67 -273,45
evinto 68,83 63,86 80,95 -135,96
DYN118+MYG+AM P
276,90 211,17 303,90 379,78
evento
SPAN+ALK30+AM - - - - -
MF unico 53,09 48,09 61,59 -56,78

Legenda: Dyn118 = Dynasall8; Span = Span80; Alk30 = Alkest;
temperatura de fusdo. Fonte: Autoria propria.

MF= mistura fisica total; TF =
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Tabela 20 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternérias e totais feitas com
Compritol avaliados por DTA

TF Onset Endset Entalpia
Amostra Evento . . .
(°C) (°C) (°C) (J/9)
AM anico 88,28 61,58 128,54 -212,71
COMP unico 76,64 71,37 86,32 -163,40
COMP+MYG+AM anico 68,23 62,96 76,36 -56,57
SPAN+ALK30+AM - - - - -
MF anico 64,97 59,01 73,51 -27,36

Legenda: Comp = Compritol; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica
total; TF = temperatura de fusdo. Fonte: Autoria prépria.

Tabela 21 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas ternérias e totais feitas com
Imwitor avaliados por DTA

TF Onset Endset Entalpia
Amostra Evento
(°C) O (°C) (J/9)
AM anico 88,28 61,58 128,54 -212,71
INWI anico 64,76 55,59 74,99 -239,95
evinto 64,13 56,51 73,11 -120,43
IMWI+MYG+AM P
261,79 211,78 287,68 28,49
evento
SPAN+ALK30+AM - - - - -
. 63,75 58,57 74,47 -68,47
evento
MF 2
253,83 198,03 287,86 178,37
evento

Legenda: Imwi= Imwitor; Mig = Miglyol 812; Span = Span80; Alk30 = Alkest; MF= mistura fisica total;
TF = temperatura de fusdo. Fonte: Autoria propria.
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APENDICE E - DESENHO DAS ESTRUTURA MOLECULAR DOS COMPOSTOS

Figura 29 - Estrutura molecular do Miglyol (A) e do AM (B)
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 30 - Estrutura molecular do Dynasan114 (C) e Dynasall8 (D).
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 31 - Estrutura molecular do Compritol (E) e Imwitor (F).
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Fonte: Autoria propria.
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APENDICE F — RESUMO DAS CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS DO
ENSAIO DE ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO

Tabela 22 - Caracterizagdes fisico-quimicas durante ensaio de estabilidade do CLN4 armazenado em

refrigerado e temperatura ambiente

Armazenamento PP 15D 30D 45D
Diam. Ref 41,13 +0,21 36,96+192 | 37,21 +0,70 | 39,88 + 0,63
(nm) Amb 41,13+0,21 | 40,11+0,33 | 43,30+0,25 | 44,62 +0,19
T Ref 0,227 + 0,017 | 0,287 £ 0,049 | 0,269 + 0,008 | 0,275 + 0,001
Amb 0,227 +£ 0,017 | 0,257 £ 0,006 | 0,315 + 0,006 | 0,334 + 0,012
Ref -27,9+1,30 -21,0+121 | -21,9+3,55 | -27,00+ 2,10
PZ (mV)
Amb -27,9+1,30 -28,2+051 | -20,1+240 | -18,40+0,17
Ref 62,46 + 1,48 60,03+1,89 | 60,35+2,02 | 59,32+1,19
EE (%)
Amb 62,46 + 1,48 57,47 +2,09 | 56,32 +3,12 | 50,51+ 1,38
H Ref 523+0,11 5,09 + 0,05 5,02 + 0,06 5,22 +0,02
. Amb 523+0,11 491 +0,09 495+ 0,06 492 +0,04

Legenda: Didm. = didmetro; PZ = potencial zeta; EE = eficiéncia de encapsulamento; PP = pds-preparo;

Ref = refrigerado/ Amb= ambiente. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 23 - Caracterizacfes fisico-quimicas durante ensaio de estabilidade do CLNb armazenado em

refrigerado e temperatura ambiente

Armazenamento PP 15D 30D 45D
Diam. Ref 36,91+0,34 | 4465+0,28 | 42,88 +0,65 | 4539+0,14
(nm) Amb 36,91+0,34 | 32,69+152 | 39,63+1,52 | 43,03 +0,45
Ref 0,184 + 0,009 | 0,224 + 0,010 | 0,231 + 0,007 | 0,213 + 0,012
oo Amb 0,184 + 0,009 | 0,205 + 0,008 | 0,329 + 0,057 | 0,252 + 0,006
Ref -220+1,18 | -16,1+0,46 | -189+255 | -22,3+1,10
PZ (MV)

Amb -220+1,18 | -189+296 | -12,2+1,30 | -13,6 +0,57

Ref 593+0,32 | 599+0,89 | 598+054 | 593+0,23

i Amb 5,93+0,32 5,53+0,25 5,84 +0,19 5,61+0,12

Legenda: Didm. = diametro; PZ = potencial zeta; EE = eficiéncia de encapsulamento; PP = pds-preparo;

Ref = refrigerado/ Amb= ambiente. Fonte: Autoria propria.
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APENDICE G - GRAFICOS DA DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS AMOSTRAS
ANALISADAS NA ESTABILIADE EM MEIOS GASTROINTESTINAIS SIMULADO

Figura 32 - Gréafico de distribuicdo de didmetro obtido por DLS do CLN4 submetido ao ensaio de

estabilidade gastrointestinal simulado em pH 1,2
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Legenda: (A) tempo de 15minutos; (B) tempo de 30 minutos; (C) tempo de 1hora; (D) tempo de 2horas.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 33 - Gréafico de distribuicdo de didmetro obtido por DLS do CLN4 submetido ao ensaio de
estabilidade gastrointestinal simulado em pH 6,8
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Legenda: (A) tempo de 15minutos; (B) tempo de 30 minutos; (C) tempo de 1hora; (D) tempo de 2horas; (E)
tempo de 4horas. Fonte: Autoria propria.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS VISANDO O
TRATAMENTO DE LEISHMANIOSE

Lucas Amadeu Gonzaga da Costa’; Myla Lobo de Souza'; Elvis Jeacir de Franga™; Pedro José Rolim
Neta'

"Laboratonio de Tecnologia dos Medicamentos, Deparfaments de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal de Pernambueco, Recife, Pernambuco, Brasil. “Centro Regional de Ciéncias
Nucleares do Nordeste, Comissdo Nacional de Energia Nuclear, Recife, Pernambuco, Brasi,
lucssamadeusc 2ihofmail.com

A leishmaniose cutdnea € uma doenga negligenciada expressiva no munde, sendo o tratamento de
primeira escolha feito com antimoniate de meglumina, que possui varos efeitos adversos & uso
exclusivo parenteral, o que exige intermagdo e gera menor adesdc dos pacientes. Formulagdes
nanotecnoldgicas podem diminuir a dose necessara e toxicidade, promower liberagio prolongada,
melhorar permeabilidade & biodisponibilidade, contomando tais problemas. O delineamento
experimental permite decisdes racionais, fundamentadas e com o menor ndmers de experimentos &
recursos, obtendo condigdes experimentais otimizadas para o desenvolvimento de tais fommulagdes.
Baseado nisso, este rabalho visou desenwolver planejamenio experimental para o desenvolimento
de cameadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo o fammaco antimoniato de meglumina
{AM] como altemativa de tratamento para leishmaniose cutinea. Foram realizadas caracierizagdes
do farmaco e dos excipientes e estudo de pré-formulagSo para selecionar os parametros gue obtém
CLNs com melhores caracteristicas. A caracterizagdo do AM foi feita por analises térmicas,
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier e difratometria de raios X. O
estudo de pré-formulacio ocomeu com ensaios de compatiblidade famacofexcipients, além de
planejamento experimental. s CLMs foram preparados por sonicacao pelo metodo de emulsdes
midtiplas. e avaliados frente ao didmetro médio de particula, indice de polidispersio (POI), potencial
zeta (PZ). eficiéncia de encapsulacio e microscopia. Os resultados mostraram que o farmaco estava
de acordo com as especificagies e o estudo de compatbilidade permitu a selegio de guatro
lipideos. O planejamento experimental demonstrou que as melhores nanoparticulas foram obtidas
com a combinagdo dos lipideos Dynasan”™ 114 e acido oleico, e os padmetros de sonicagio de 7
minutos & poténcia de 55W. O experimento fatorial completo determinow a formulagde que resultou
em CLM com melhor efici€éncia de encapsulacan, cujas caracterizagdes revelaram didmetro médio de
185,5nm, POl de 0,206, PZ de -60.7m\V. eficiéncia de encapsulagio de 4897%, morfologia
esféricaleliptica, sendo resultados compativeis com a literatura para CLM contendo farmacos
hidrofiicos. Conclui-se que o plansjaments experimental auxiliou na fiagem da formulagio e
pardmetros metodologicos ideasis, que resultaram no desenwvolvimento de um nanccarreador,
contendo farmaco leishmanicida, promissor como uma alternativa terapdutica da leishmaniose
cutinea. Estudos para avaliagio de atividade farmacoldgica serdo realizados, além de incorporagio
em forma farmacéutica semissolida visando administragio tpica.

Falavras-chave: Sistemas de liberagio de medicamentos. Administragio topica de medicamentos.
Manotecnologia. Leishmaniose cutdnea. Doengas negligenciadas.

Apoio: CAPES e FACEPE.

Area: Farmacia

Anais do | COMCAF - BIOFARM, v_ 16, n. 4, 2020, Supd. 1, p. 244
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common adverse effects The anly oral drug available is expensive and it is nol vai-
able in many endemic countries. Injectable administration &5 the main problen of
treatments. since it requires patients to g0 to health centers. hospitalization and pro-
fessional administration, which are conditions that are not adapted to the reality of
the poverty conditions of patients with the disease. In this context, the development
of an oral medicine has become  focus a5 it may solve many of these isues Based

1. INTRODUCTION
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1 | INTRODUCTION

Lebshmariasis s 2 group of neglected tropical diseases caued by pro-
o3 of the genus Leishmania, which has mare than 20 species
known 1o be infecious to humans, being tansmitted through the
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liferation: and remodeling (Fiz. 1) When an imjury ocaurs, e i

artract the wound and stionlare them to prodice coi-
lagen fibers ‘proliferarive s characterized by the
pmcess of collazen deposifion. peomngiogenesis, formanion of

ized “This process can be observed clmically as the scar reduces in
size, becomes fin ani loses is intense rad tone dae o less vasu:
Eization [13]. This process aims to reroempose missng and

e parasite species
sites and the current and past expamire of the human popuistion to
#he parasite Amording £ World Health Organiztion (WHOL i i 2
dismice considersd prmvdent in 90 conties on fie contients

of fed splleen, and
e casing hepatmsplenamegdy. preserting 2 martlity rate of 7%
reaching 95% # nat tresbesd The gl incidence hus decreased from

mew csesin 2012 to n 2017 In

g Deves 20201-12.
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[3-5] Despite 2 great body of lirerature conceming mmnnslmg
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Qe the vas amay of 1 e msﬂmmm;:ﬁmu o also
the i ‘molecular, and

Risms and intaractions that faciltate this process [6,7]-

The time couse berween an acute verms chrosic wound can'be

divided when healing requires more thn sis weeks, which brings

serious inplications r the paient’s qualiry of life [5-10]. How-
mmmmdlﬁamue kool
snte, hin

mammnucnnsmmmmnmﬂf

melametory cls, which prodaca an encessve amout of
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addstion. prolonged and open lssions present bigher chunces
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of rotembased Womolacles unfescle: advese ofecs pizpeed
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