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RESUMO

Atualmente, grande parte do tratamento para as infec¢Ges cutaneas € realizado com medicamentos
antimicrobianos, que, devido ao seu uso irracional e a sua prescri¢do indiscriminada, tem
ocasionado o fendmeno da resisténcia bacteriana. Estudos demonstram a importancia da captacao
de ferro pelas bactérias ferro dependentes. Nesse sentido, 0 Ga®* surge como alternativa, visto que
apresenta mimetismo com o Fe®" e perturba os processos bioldgicos de microrganismos, reduzindo
assim, a chance de desenvolvimento de resisténcia terapéutica, além de apresentar uma atividade
anti-inflamatoria potencial. Diante desse fator, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver
uma alternativa para o tratamento de infeccBes a base de nanoparticulas de origem lipidica para
encapsulacdo de nitrato de galio. Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo
nitrato de galio foram produzidos por meio da técnica de dupla emulsificacdo por ultrassom, onde
otimizacdes de formulacdo e de processo foram feitas através de planejamento experimental. O
CLN que, através do planejamento, possibilitou a escolha da nanoparticula com melhor tamanho,
indice de polidispersdo (Pdl), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulamento (EE) foi
caracterizado por valor de pH, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), ensaio da membrana corio-alantoide (HET-CAM), avaliacdo do efeito oclusivo, bem
como foi realizada a estabilidade de armazenamento. O planejamento experimental do tipo central
composto resultou em um CLN com tamanho de 41,13 nm, Pdl de 0,188, PZ de -7,512 mV, EE
de 80,51% e pH 5,23. O FTIR confirmou a incorporacdo do nitrato de galio no CLN e o DSC
mostrou reducdo de cristalinidade da matriz da nanoparticula. O MET mostrou a morfologia
esférica das particulas. No ensaio de HET-CAM né&o foi verificada toxicidade e irritacdo do CLN
contendo Galio e o efeito oclusivo foi acima de 35%. Portanto, foi possivel obter CLN com
propriedades fisico-quimicas e estabilidade adequadas, os quais sdo resultados encorajadores
quanto ao potencial do sistema para uso em infecgdes cutaneas. Contudo, estudos de liberacéo e
permeacao cutanea, e tambeém de avaliacdo de atividade antimicrobiana dever&o ser desenvolvidos

para garantir a viabilidade da formulacao.

Palavras-chave: Infec¢cdes Cutaneas; Administracdo Tépica; Nanocarreador; Sistema de Entrega

de Farmacos; Resisténcia Bacteriana.



ABSTRACT

Currently, a large part of the treatment for infectious infections is carried out with antimicrobial
drugs, which, due to their irrational use and indiscriminate prescription, have caused the
characteristics of bacterial resistance. Studies demonstrate the importance of iron uptake by iron-
dependent bacteria. In this sense, Ga®* appears as an alternative, as it mimics Fe** and disrupts the
biological processes of microorganisms, thus reducing the chance of developing therapeutic
resistance, in addition to presenting potential anti-inflammatory activity. Given this factor, the
present work aims to develop an alternative for the treatment of infections based on nanoparticles
of lipid origin for gallium nitrate encapsulation. Nanostructured lipid carriers (CLN) containing
gallium nitrate were produced using the double ultrasound emulsification technique, where
formulation and process optimizations were made through experimental planning. The CLN that,
through planning, made it possible to choose the nanoparticle with the best size, polydispersity
index (Pdl), zeta potential (PZ) and encapsulation efficiency (EE) was characterized by pH value,
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Transmission Electron Microscopy (MET), Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), chorio-allantoic membrane assay (HET-CAM),
evaluation of the occlusive effect, as well as storage stability. The central type experimental design
was composed in a CLN with a size of 41.13 nm, PdI of 0.188, PZ of -7.512 mV, EE of 80.51%
and pH 5.23. FTIR confirmed the incorporation of glyum nitrate into CLN and DSC showed a
reduction in crystallinity of the nanoparticle matrix. The MET showed the spherical morphology
of the particles. In the HET-CAM test, the toxicity and safety of CLN containing Gallium were not
verified and the occlusive effect was above 35%. Therefore, it was possible to obtain CLN with
adequate physicochemical properties and stability, which are encouraging results regarding the
potential of the system for use in infections. However, defined release and permeation studies, as

well as antimicrobial activity evaluation, must be developed to guarantee formulation prediction.

Keywords: Skin Infections; Topical Administration; Nanocarrier; Drug Delivery System;

Bacterial Resistance.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo uma classe de farmacos que inovaram no tratamento de doencas
infecciosas e no avanco da medicina, diferenciando-se em suas respectivas classes de acordo com
suas propriedades (Da Costa & Silva Junior, 2017). As caracteristicas de um antibiotico ideal
incluem: um farmaco com alvo seletivo, com baixo nivel toxico e elevados niveis terapéuticos,
poucos efeitos adversos, sem afetar a microbiota saprofita, ter boa distribuicdo no local de infeccao
e ndo induzir resisténcia, entre outros. No entanto, todas essas caracteristicas sao dificeis de serem
obtidas, o que leva ao baixo interesse da industria farmacéutica a inserir novos farmacos no
mercado, reforcando o uso irracional dos medicamentos ja presentes no mercado, contribuindo para
a disseminacéo de bactérias resistentes e reduzindo as opg¢des de farmacos efetivos para a terapia
medicamentosa (Baptista, 2013; Costa, 2016; Costa, 2017).

Medidas alternativas para evitar os constantes avangos da resisténcia antimicrobiana estdo
sendo amplamente pesquisadas, como o uso de insumos farmacéuticos ativos (IFAs) metélicos,
que interferem no metabolismo bioquimico de microrganismos dependentes de ferro (Deleon et
al., 2009; Lessa, 2012; Rai, 2013; Sales et al., 2020; Timotéo et al., 2020). O mecanismo de acéo
desses metais esta frequentemente associado a interferéncias em fungdes celulares criticas, como
sintese de DNA e resisténcia ao estresse oxidativo (Abdalla et al., 2015). Pesquisadores
demonstraram a atividade de compostos de galio, como o Nitrato de Gélio (Ga(NOz3)3) contra a
acao de bactérias de diferentes espécies e de fungos. Dessa forma, o galio (l11) atua como um
“cavalo de Troia” nas células dependentes de ferro, uma vez que ndo ¢ reduzido ao galio (II),
impedindo a sintese de DNA em microrganismos patogénicos (Choi, Britgan & Narayanasamy,
2019). Atualmente, o Gélio (I11) vem sendo estudado em diversas pesquisas como um potente
agente anti-inflamatério. Bibi et al. (2014) e House et al. (2001) observaram que formulacdes
contendo o Galio (111) apresentaram feridas com menor grau de inflamacéo e menor &rea de trauma,
assim como feridas infectadas pareciam fechar mais rapido com essas formulagdes (Sales et al.,
2020). Por isso, é importante que o medicamento usado no tratamento possua tais funcoes
farmacoldgicas e seja adequado para uso na pele.

As preparacOes convencionais para uso topico apresentam algumas desvantagens, como:
facilidade de degradacdo enzimaética, toxicidade e efeitos adversos, curto tempo de acéo e
permeacdo ineficaz, sendo este Gltimo a principal limitacdo por ndo alcancarem o local e/ou o
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microrganismo alvo. Dentre as possibilidades de contornar esse problema, encontra-se 0 uso dos
nanocarreadores, que atuam como Drug Delivery System, que proporcionam vantagens como:
protecdo do insumo farmacéutico de produtos quimicos ou enzimaticos, protecdo contra hidrdlise,
oxidacdo, inativacdo e decomposicdo, fotoestabilidade, aumento da solubilidade e
biodisponibilidade, e também permite boas intera¢cdes com fluidos fisiolégicos e células, além de
propiciarem um medicamento de ac¢do prolongada, sendo possivel a diminuigdo da concentracdo
aplicada, frequéncia de administracdo e consequente diminuicdo da toxicidade (De Souza et al.,
2020).

As nanoparticulas possuem propriedades fisico-quimicas singulares e muitas vezes
aprimoradas quando comparadas as particulas com escalas maiores. H& diversas maneiras de
categorizar as nanoparticulas de acordo com sua composi¢ao quimica: organicas, inorganicas e
baseadas em carbono. Dentre elas, estdo as nanoparticulas lipidicas, as quais apresentam maior
estabilidade, biocompatibilidade e maior aderéncia a pele em comparacdo as formulacdes
convencionais. Além disso, formulagdes contendo nanoparticulas tendem a aderir melhor a pele do
que as formulagbes convencionais, devido, principalmente, ao tamanho da particula e sua
superficie de contato, que favorece a interacdo com a pele e permite uma distribuicdo mais
uniforme dos ativos sobre a superficie cuténea, e tem uma maior capacidade de penetracéo,
resultando em uma maior absorcdo de ativos. Durante o processo de cicatrizagdo, também
promovem o rearranjo e fluidizacdo do estrato corneo, facilitando a permeabilidade do farmaco e
formando uma area de oclusdo na forma de pelicula, prevenindo a desidratacdo e contaminagao
microbiana, favorecendo o reparo e a integridade da pele (De Souza et al., 2020; Sanfelice et al.,
2022; Selmani et al., 2022).

Diante da relevancia que a resisténcia antimicrobiana apresenta no &mbito da satde publica
e o estigma social existente frente as infeccbes cutaneas crénicas, o desenvolvimento de
medicamentos a base de nanoestruturas de galio surge como uma alternativa promissora aos
medicamentos convencionais para uso topico, apresentando uma excelente margem de seguranca
e risco reduzido para o desenvolvimento de resisténcia terapéutica, além de garantir o alcance de
microorganismos devido a alta difusdo nos tecidos. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho é o
desenvolvimento de um carreador lipidico nanoestruturado a base de nitrato de galio para posterior
incorporagdo em uma forma farmacéutica semissolida que atuara contra as infecgdes cutaneas,

representando uma alternativa terapéutica de grande relevancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um carreador lipidico nanoestruturado contendo nitrato de galio para o

tratamento de infecgdes cutaneas.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver o carreador lipidico nanoestruturado contendo nitrato de galio através de
planejamento experimental (DoE);

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos carreadores lipidicos nanoestruturado
(CLN) obtidos;

e Avaliar a estabilidade dos CLN;

e Avaliar o efeito oclusivo dos CLN;

e Realizar o ensaio da membrana cério-alantoide (HET-CAM) da solugéo do nitrato de galio
e do CLN;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A pele e infec¢des de feridas

A pele, considerada o maior érgdo do corpo humano, mantém a homeostase fisiol6gica do
corpo, serve como reservatorio de agua e lipideos, e apresenta fungdes na sintese de vitamina D e
na excrecdo de agua e sais. Além disso, sua estrutura é formada por queratindcitos, que produzem
lipideos que mantém a hidratacdo da pele e criam a funcionalidade de barreira protetora, e pela
presenca de um tecido epitelial complexo que esta susceptivel a agressdes que podem afetar a sua
estrutura, levando a incapacidade funcional (Doughty, 2016; Lai-Cheong; Mcgrath, 2017; Mufti et
al., 2016; Voegeli et al., 2012; Wang et al., 2017a).

Estima-se que 1 cm® de pele contenha até trés milhdes de bactérias constituindo a
microbiota saproéfita (geralmente inofensivas). Contudo, em condicfes especificas, como no caso
do rompimento das barreiras protetoras da pele, muitos desses microrganismos podem se tornar
patogénicos e favorecer o desenvolvimento de bactérias como Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, caracterizada por crescerem em areas da pele que contenham dobras,
sendo Umidas e quentes, como no caso da axila e da virilha (Cogen; Nizet; Galo, 2008; Fredericks,
2008; Sales, 2020). Tais fatos podem acarretar o surgimento de feridas na pele.

O surgimento de ferimentos, ulceragdes e dermatoses constitui um problema de salde
publica que afeta a qualidade de vida da populacéo, acarreta elevados gastos e também leva ao
surgimento de um estigma social frente as suas manifestacdes clinicas (Resende et al., 2006; Singh;
Young; Mcnaught, 2017). Uma vez formados, os ferimentos podem ser classificados em feridas
agudas e feridas crénicas, que sdo ocasionadas por traumas mecanicos ou associadas a deficiéncias
fisioldgicas que favorecem um estado inflamatério permanente e maiores chances de infecgdes,
respectivamente (Diegelmann; Evans, 2004; Sheehan et al. 2006; Eming; Krieg; Davidson, 2007;
Stojadinovic et al. 2008; Lee; Hansen, 2009; Sales, 2020).

3.1.2 Tratamento de InfeccBes Cutaneas

O processo da cicatrizacdo de feridas € dividido em quatro fases: homeostase, inflamacéo,
proliferacdo e remodelamento, onde pode ser ocasionada a dor e dificuldade na restauracdo da
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funcéo do tecido (Oliveira; Castro; Granjeiro, 2013; Singh; Young; Mcnaught, 2017). Durante a
hemostasia, forma-se um coagulo reparativo através da saida do sangue e da linfa, seguida de uma
vasodilatacdo com influxo de trombdcitos e células sanguineas, iniciando a fase inflamatoria com
liberacdo de mediadores e citocinas (Reinke; Sorg, 2012; Mercandetti; Cohen, 2017). Na fase
proliferativa, tem-se a deposi¢do de colageno e formacédo do tecido de re-epitelizagdo, fechando a
ferida com o passar do tempo (Reinke; Sorg, 2012; Sorg et al., 2017). Na maturagéo, tem-se a
remodulacdo e fortalecimento das fibras de colageno, diminuindo a cicatriz e o tom vermelho.

Esses processos podem ser visualizados na figura 1.

Figura 1 - Fases da cicatrizacéo de feridas.

Homeostase

Inflamagio

—+—— Fibroblasto

Macrofago

~—— Vaso sanguinco

Proliferagio de
fibroblastos

Remodelamento Epidermis recém
cicatrizada

Dermis recém
cicatrizada

Fonte: adaptado de de Souza et al., 2020.
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Atualmente, existem trés condutas para o tratamento de feridas: o encerramento primario
com a utilizacdo de material de sutura, a cicatrizagdo secundaria, sem intervencao cirdrgica, e a
terciaria, onde as feridas sdo fechadas cirurgicamente, apds um periodo de cicatrizacdo secundaria.
Além disso, pelo processo de cicatrizacdo consumir muita energia, se faz necessario um estado
nutricional apropriado, que demanda absor¢cdo de macro e micronutrientes para favorecer a
restauracdo da integridade da pele. Ademais, além da alimentacdo, a radiacdo, uso de
medicamentos, como os antiinflamatdrios ndo esteroides (AINES), alcool, nicotina e fatores
genéticos também podem dificultar o processo de cicatrizagdo. (Almadani, Y. H. et al. 2021)

O gerenciamento da cicatrizacdo de feridas visa obter a cura de maneira rapida e eficiente,
com diminuig&o da dor, prevencéo de infecges e restauracdo da funcdo normal do tecido. Quando
a ferida ndo pode ser tratada por meio do fechamento primario, curativos oclusivos podem
apresentar relevancia na cicatrizacdo, devido ao fato da atracdo apresentada por macrofagos a
ambientes Umidos, acelerando o processo de cicatrizacdo e dificultando a desidratacdo celular
(Devriendt; Rooste, 2017; Vowden; VVowden, 2017; Sales, 2020).

As infeccBes microbianas podem interferir na cicatrizacdo de feridas de diversas maneiras,
seja causando uma inflamacé&o cronica no local da ferida, liberando enzimas e toxinas que destroem
o tecido saudavel ao redor da ferida, interferindo na migracdo de células importantes para o
processo de cicatrizacdo, como fibroblastos e células imunolégicas (que compdem o tecido de
granulacdo e reepitelizacdo), diminuicdo da producao de colageno (crucial na formacgéo da matriz
extracelular necessaria para cicatrizacdo), assim como podem retardar a neovascularizacdo e
sobrecarregar o sistema imunol6gico. Portanto, é crucial prevenir e tratar as infeccdes
adequadamente durante o processo de cicatrizacdo (Bernardes, 2020; Tabari, 2018).

Atualmente, o tratamento para infecgdes ocasionadas por bactérias e fungos se da através
do uso de antissépticos e antibidticos/antifungicos, entretanto, esse tratamento apresenta
limitacdes. No uso de antibiéticos sistémicos, pode ocorrer de ndo haver uma concentracao
bactericida efetiva in situ, levando ao desenvolvimento de cepas resistentes ao tratamento, devendo

ser associado a terapia local (Daeschlein, 2013).
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3.2 Administracdo Tépica

A administracdo tépica de farmacos é uma abordagem interessante para tratar doencas de
pele, evitar dor e baixa adesdo do paciente nos casos em que uma administracdo injetavel é
necessaria. Possui vantagem da liberacdo in situ, que comparada a administracdo oral acarreta
maior concentracdo no local de acdo, sem efeito de primeira passagem e baixa excrecdo. No
entanto, o estrato corneo, que € a camada mais externa da pele, protege fortemente o organismo da
entrada de substancias, principalmente as hidrofilicas (Petrili & Lopez, 2018). Nesse sentido, a
escolha da forma farmacéutica ideal para administragdo topica de farmacos deve ser considerada
para um tratamento eficaz.

Atualmente existem diversos tipos de formas farmacéuticas semissdlidas, sendo as
principais:

Pomadas: PreparacBes semissolidas que contém uma fase oleosa (como vaselina ou
lanolina) e uma fase aquosa, tem acdo emoliente ou protetora. S&o agentes hidratantes que se
mantém fixos no local de aplicacéo e, devido a sua adesividade, podem obstruir poros, diminuindo
a transpiracdo e favorecendo os edemas; por isso, sdo contraindicadas em lesdes agudas, pois
diminuem a troca gasosa cutdnea, acentuando o processo inflamatdrio. Elas sdo usadas
principalmente para aplicagdo na pele ou em mucosas (nasal, vaginal, ocular e anal) e podem ser
medicamentosas ou ndo (UETA, 2016).

Cremes: Similar as pomadas, os cremes sdo emulsfes semissolidas com a substancia
medicamentosa dissolvida ou suspensa na fase aquosa ou oleosa. No geral, possuem efeitos mais
lentos e intensos que as pomadas, mas sua consisténcia é mais suave e facil de espalhar (UETA,
2016).

Geles: Sao formulacBes semissolidas transparentes ou transllcidas que contém uma fase
aquosa dispersa em um gelificante (gel hidrofilico), considerados dispersdes coloidais. Possuem
particulas inorganicas ou grandes moléculas organicas encerradas por um liquido. Eles sé&o
frequentemente usados para aplicagdo na pele, como em géis de banho ou geis de cabelo, mas
tambeém podem ser usados para administracdo topica de medicamentos (UETA, 2016).

Pastas: Preparacfes semissolidas espessas que geralmente contém um alto teor de solidos,
como argilas ou 6xido de zinco. Elas sdo usadas principalmente para protecdo da pele ou tratamento
de condig¢des dermatologicas especificas (UETA, 2016).
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Unguento: Séo espécies de pomadas mais resistentes, consistentes e estaveis. Contém
resina, além da base, e séo utilizados quando se necessita de um maior tempo de acdo e um efeito
de protecdo nas superficies externas sem elasticidade (UETA, 2016).

Emplastros: Base adesiva contendo um ou mais principios ativos distribuidos em uma
camada uniforme num suporte apropriado feito de material sintético ou natural. Atua como protetor
ou agente queratolitico, possuem consisténcia firme que amolece em contato com a pele,
originando uma massa plastica e adesiva (UETA, 2016).

Nos sistemas semissélidos, as moléculas de farmaco sdo liberadas, com maior ou menor
dificuldade, consoante a atividade termodinamica. Quanto maior for a atividade termodindmica,
mais facilmente o farmaco se liberta do veiculo. A viscosidade do veiculo também afeta a liberacdo
do farmaco de uma forma inversamente proporcional, ou seja, quanto menor for a viscosidade do
veiculo, maior sera a difusdo do farmaco. No caso inverso, em altas viscosidades, a penetracdo do
IFA é dificultada de diversas maneiras, dentre elas inclui-se a formacdo de uma barreira fisica que
dificulta a dispersao uniforme do farmaco sobre a pele, tempo de contato reduzido entre o farmaco
e apele e, além disso, pode interferir na capacidade do IFA de penetrar nas camadas mais profundas
da pele, limitando a eficacia do tratamento especialmente quando se faz necessario atingir tecidos
especificos ou microrganismos alvo abaixo da superficie da pele (Gatieri T., Gelfuso G., Lopez
R., 2008; Geng et al., 2021).

Sistemas de entrega de farmacos correspondem a uma forma inovadora de administracdo
de medicamentos e vém sendo largamente utilizados para administracdo via topica e transdérmica
de farmacos. Essa administracdo baseia-se na aplica¢do local do medicamento através das vias
dérmica e mucosa, sendo a pele o 6rgdo mais acessivel do corpo humano para esta forma de
aplicacdo. O sistema de liberagdo do farmaco pode ser considerado dérmico ou transdérmico, o
primeiro se refere ao farmaco direcionado a pele, enquanto o ultimo, o farmaco tem que atravessar
as camadas da pele para atingir seu alvo (Lason E., 2020). Esses sistemas podem ser veiculados
em formas farmacéuticas semissolidas para facilitar a penetracdo e permeacdo na pele,

principalmente de IFAs hidrofilicos.
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3.3 Nanoparticulas

As nanoparticulas sdo particulas com dimensdes que variam de 1 a 1000 nanémetros (nm),
e podem ser produzidas a partir de diversos materiais, como metais, 0xidos, polimeros, entre outros,
e apresentam propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas distintas em relacdo as suas formas
macroscopicas. Devido ao seu tamanho reduzido, as nanoparticulas ttm uma grande area de
superficie, o que permite interacbes mais intensas com outras substancias, como moléculas e
células. Além disso, sua escala também permite que elas sejam facilmente modificadas para
diferentes aplicacdes, como na inddstria, medicina, eletrénica, entre outras areas. Entretanto, a
nanotecnologia na area da saude apresenta inimeros desafios atuais a serem enfrentados como
estudos toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos, scale-up, regulamentacdo e de investimentos
privados (Vassan et al., 2019). Existem diversos tipos de nanoparticulas, que podem ser
classificadas de acordo com suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, bem como sua
composicdo e forma. As nanoparticulas tém sido cada vez mais exploradas na inddstria
farmacéutica devido as suas propriedades Unicas, que podem melhorar a eficacia e a seguranca dos
medicamentos (dos Santos, 2014).

Atualmente, as nanoparticulas tém sido amplamente utilizadas para melhorar a penetracdo
cuténea de farmacos, visto que a pele € uma barreira protetora do corpo que impede ou dificulta a
penetracdo de substancias, incluindo farmacos, limitando a eficacia de muitas terapias. As
nanoparticulas sdo capazes de ultrapassar a barreira da pele de maneira tamanho dependente,
devido as suas propriedades fisicas e quimicas Unicas, que permitem a penetracdo nas camadas
mais profundas da pele, além de uma liberacdo controlada do farmaco. Apesar da penetracdo ja ser
facilitada no caso de um estrato corneo que ndo esta integro, ha estudos que relatam a fraca
penetracdo de substancias ativas, baixa incorporacdo pelas células e pouco alcance de
microrganismos devido a baixa difuséo nos tecidos, reafirmando a necessidade de nanocarreadores,
principalmente para IFAs com limitagdes biofarmacéuticas (de Souza et al., 2020). No entanto, é
importante ressaltar que a utilizacdo de nanoparticulas em formulagbes cutaneas deve ser
cuidadosamente avaliada para garantir a seguranca e a eficacia do tratamento, uma vez que as
nanoparticulas podem apresentar efeitos toxicos e imunoldgicos indesejados se ndo forem

adequadamente desenvolvidas e testadas (dos Santos, 2014).
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3.3.1 Nanoparticulas lipidicas

Sdo particulas compostas por lipidios, que podem ser utilizadas em diversas aplicacdes,
como em sistemas de liberacdo de farmacos, em terapias de gene, entre outras. As nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS) séo sistemas organizados a partir de lipidios sélidos. Suas principais
caracteristicas incluem capacidade de protecdo de substancias instaveis frente a degradacéo,
excelente tolerabilidade e biocompatibilidade, capacidade de formacdo de filme sobre a pele
(demonstrando propriedades oclusivas), possibilidade de modular a entrega da substancia
encapsulada, além de ndo apresentarem problemas relacionados a producéo em grande escala e a
esterilizacdo (Baril, 2012). As dispersfes tém alto teor de lipidios, que incluem triglicerideos,
glicerideos parciais, acidos graxos, esterdides e ceras (Daudt, 2013). Contudo, um dos principais
problemas associados a nanoparticulas lipidicas sélidas e sua estabilidade fisico-quimica durante
o shelf life sdo as transformacdes polimorficas que a matriz lipidica pode sofrer. Estas formas
polimérficas ndo sdo estaveis por um longo periodo, conduzindo para uma transformacéo gradual
para modificacBes mais estaveis. 1sso ndo € desejado, pois a mudanca na estrutura lipidica €
responsavel pela expulsao do ativo durante a estocagem e mudancas no perfil de liberacao do ativo
incorporado, bem como mudangas nos parametros do tamanho departicula (Rossan, 2011). Esse
problema pode ser contornado com o uso dos carreadores lipidicos nanoestruturados.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN), que compreendem nanoparticulas
lipidicas compostas por lipidios solidos e lipidios liquidos, podem ser uma opcao promissora para
a administracdo tépica de medicamentos. Tal formulacdo nanoestruturada biocompativel oferece
as vantagens de capacidade de carga melhorada, melhoria de biodisponibilidade de farmacos,
reducdo de efeitos adversos e liberacdo controlada do farmaco apds aplicagdo tdpica, o que evitaria
a exposicao sistémica indesejada. Além disso, 0 CLN pode proteger seu contetdo da irradiacdo de
luz, o que seria uma vantagem interessante considerando fotoinstabilidade (Cola et al., 2016;
Duarte Junior, 2016).

Durante a preparacdo das NLS, a fusdo do lipideo é seguida pelo resfriamento e
solidificacdo ou cristalizacdo com graus de organizacdo tridimensional variados (Figura 2).
Contudo, durante a recristalizacdo da NLS, ocorre uma maior expulsdo do IFA devido a
conformacéo da sua matriz. Na CLN, a matriz lipidica constituida por lipideos solidos e lipideos

liquidos podem originar diferentes tipos de estrutura. Na imagem 3, é possivel notar que ha a
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formacgédo de uma estrutura cristalina perfeita em NLS, enquanto o CLN forma uma estrutura
imperfeita resultante da recristalizacdo de uma matriz desorganizada, com maior capacidade de
carga de ativo que reduz a expulsdo do farmaco, promovendo um maior encapsulamento do IFA
(Muller et al., 2016; Detoni et al., 2012; Li et al., 2017)

Figura 2 — mecanismo de expulsao dos ativos da NLS durante a estocagem e sua transi¢do para um cristal

lipidico ordenado.
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Figura 3 — diferenca da matriz lipidica de NLS e CLN.

A) NLS

BO o /\[] vipidios fiquidos

Fonte: Fernandez, 2019

A elevada variedade de lipideos e agentes tensoativos biocompativeis disponiveis para a

preparagdo de nanoparticulas lipidicas tem tornado estes sistemas alvo de investigagéo para varias
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vias de administracdo farmacéutica (por ex. parenteral, oral, cutanea, ocular, pulmonar, nasal e
vaginal) e para aplicagdes cosméticas (Chaves et al., 2018). Quando as nanoparticulas lipidicas séo
utilizadas na administracdo cutanea, verifica-se a formacgédo de um filme oclusivo a superficie da
pele, que esta relacionado com as propriedades adesivas destas nanoparticulas. Este filme oclusivo
promove a hidratacdo da pele através de dois mecanismos, nomeadamente ao nivel do estrato
cdérneo, uma vez que impede a perda de agua por evaporacao e, por outro lado, fornece lipideos
fisioldgicos, reforcando a barreira lipidica da pele (Bohr et al., 2017). Notavelmente, a literatura
descreve que o mecanismo de penetracdo do CLN carregado com farmacos aplicado a pele pode
ser influenciado por foliculos pilosos devido a tendéncia dessas particulas se acumularem nessa
regido cercada por sebo. Nesse sentido, a diferenca fisiologica entre os diferentes tipos precisa ser
considerada.

Por fim, as nanoparticulas lipidicas sdo sistemas que apresentam vérias vantagens. Quando
usadas como transportadores de farmacos ou ingredientes ativos cosméticos, proporcionam boa
estabilidade fisico-quimica, evitando a necessidade de recorrer a processos de secagem, como a
liofilizacdo ou a secagem por atomizacdo; versatilidade; biocompatibilidade, uma vez que séo
constituidas por lipideos semelhantes aos fisiologicos; reduzida/auséncia de toxicidade, porque na
sua producdo sdo utilizadas substancias classificadas como seguras para utilizacdo em humanos
(Xie et al., 2023).

3.4 Métodos de Caracterizacédo dos CLN

3.4.1 Espalhamento de luz dindmico e potencial zeta

Uma das primeiras caracterizacdes que devem ser avaliadas em sistemas nanométricos é o
tamanho hidrodindmico de particulas, para justamente avaliar se eles se encontram dentro de tais
escalas. Existem diversas metodologias que sdo capazes de realizar a avaliacdo de tamanho de
nanoparticulas, sendo o espalhamento de luz dindmico (DLS, do inglés Dynamic light scattering)
a mais utilizada (Spach, 2017).

Particulas nanométricas em dispersdo sdo capazes de produzir o movimento Browniano,
onde quanto menor a particula, maior a velocidade do movimento, e 0 inverso também ¢é

verdadeiro. Através dessa movimentacdo, um espalhamento de luz é gerado e captado pelo
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equipamento e, através da equacao de Stoke-Einsten, calcula-se o didmetro efetivo. Isso gera um
gréafico de distribuicdo das populagcdes baseado no tamanho das particulas presentes no sistema
(Bhattacharjee, 2016). Com base nesse valor é gerado um indice, o indice de polidisperséo (PDI)
que nos permite avaliar a distribuicdo de tamanho de uma amostra, sendo os valores abaixo de 0,3
moderadamente monodispersos e condizentes com a homogeneidade dos tamanhos das particulas
no sistema (Sales, 2023).

O potencial zeta, de modo resumido, é uma medida do potencial médio de superficie das
particulas em disperséo. A superficie de tais particulas é revestida por uma camada de ions e outra
de contraions, que estdo intimamente ligados a ela. A medida que ocorre afastamento da superficie
da nanoparticula existe uma zona de cisalhamento dos ions intimamente ligados aos ions presentes
na solucdo. O potencial zeta é justamente a diferenca de potencial entre a camada elétrica mais
intima da particula e as camadas mais distantes da mesma (Bhattacharjee, 2016). Quando aplicado
um campo elétrico, essa camada mais intima é deslocada conforme o movimento da particula, se
comportando como uma unidade eletrocinética. E ideal que o valor em mddulo dessa medida seja
alto para que as particulas suspensas tenham uma alta repulséo entre si e ndo se agreguem. Isso

confere estabilidade eletrostatica das nanoparticulas (Schaffazick; Guterres, 2003).

3.4.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Um microscépio moderno de transmissao possui cerca de seis lentes magnéticas, além de
varias bobinas eletromagnéticas de deflexdo e aberturas localizadas ao longo do caminho do feixe
eletrénico. As lentes projetoras produzem um feixe paralelo na superficie da amostra, e os elétrons
saem pela superficie inferior com uma distribuicdo de intensidade e direcdo controladas
principalmente pelas leis de difracdo impostas pelo arranjo cristalino dos atomos na amostra. Em
seguida, a lente objetiva entra em agdo, formando a primeira imagem desta distribuicdo angular
dos feixes eletronicos difratados (Padilha, 2020).

A primeira aplicagdo da microscopia eletronica de transmisséo no estudo dos materiais foi
a observacdo de defeitos cristalinos ndo observaveis por microscopia dptica ou por microscopia
eletrobnica de varredura, tais como discordancias e defeitos de empilhamento. Atualmente,
permitem a visualizacdo do tamanho das particulas e da sua morfologia, onde podem ser

visualizadas regides com diferentes caracteristicas eletronicas, como lacunas ou presenca de nano
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compartimentos, além de permitir a comparacdo com o resultado de avaliagdo de tamanho (Beloqui
et al., 2016; Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2018; Padilha, 2020).

3.4.3 Eficiéncia de Encapsulacéo (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo serve como parametro para avaliar a quantidade de farmaco
que o carreador lipidico nanoestruturado conseguiu efetivamente encapsular, quando comparado a
quantidade total empregada (Sena, 2016). Esse parametro também é de extrema importancia para
avaliar se os carreadores conseguem manter o farmaco encapsulado por determinado periodo de
tempo, avaliando assim a sua estabilidade. Alguns métodos sdo utilizados para avaliar a quantidade
de farmaco encapsulada nos sistemas, sendo eles: método direto e método indireto. No método
direto, as nanoparticulas sdo separadas do restante da suspensdo em que estavam dispersas e sofrem
um processo de ruptura, liberando o insumo farmacéutico ativo (IFA) contido no seu interior. No
método indireto, realiza-se uma separacao das nanoparticulas geralmente através de filtracdo, onde
a solucdo filtrada € doseada e a eficiéncia de encapsulacdo € calculada através da diferenca da
guantidade total utilizada pela quantidade encontrada na solucdo filtrada (farmaco néo
encapsulado) (Varshosaz; Tabbakhian; Mohammadi, 2010).

No que tange a espectroscopia de absor¢do atdmica por chama (FAAS), método utilizado
para quantificar o IFA no presente trabalho, é caracterizada por utilizar chama como fonte de
atomizacdo, conhecida por ser uma técnica analitica utilizada para analises elementares em baixas
concentracdes (mg/L), sendo possivel a utilizacdo de amostras em diversos estados fisicos da
matéria (Amorim et al., 2008).

O equipamento contém uma camara de pré-mistura, na qual o combustivel e o oxidante sdo
misturados, e também um queimador, que recebe a mistura combustivel-oxidante. Os atomizadores
presentes sdo dispositivos que convertem os ions nas formas livres ou associadas em atomos
gasosos no estado fundamental. No que diz respeito a solucdo a ser analisada, ocorre a sua
introducdo atraves de um nebulizador pneumatico, com eficiéncia de transporte de geralmente 3 a
5%, gerando um fino aerossol que é conduzido até a chama. A quantidade de energia que pode ser
fornecida pela chama para a dissociacao e atomizagdo da amostra é proporcional a temperatura. As
chamas mais comumente utilizadas sdo as produzidas por ar-acetileno (2100 °C a 2400 °C) e
acetileno-o6xido nitroso (2650 °C a 2850 °C), com a finalidade de transformar ions e moléculas em
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atomos no estado fundamental (Krug; Nobrega; Oliveira, 2004; Harris, 2005; Skoog, 2006; Dos
Santos, 2019; ANVISA, 2020)

3.5 Nitrato de Galio

O galio tem se destacado como agente terapéutico, apresentando atividade contra diversos
tipos de cancer, infeccdes e processos inflamatorios (Sales et al. 2021; Timoteo et al. 2020).
Embora ndo seja utilizado fisiologicamente pelo organismo humano, o galio no estado mais
oxidado (Ga*®) possui semelhanca de carga elétrica, configurago eletrénica e diametro com o fon
férrico (Fe*®), e tal semelhanca permite que o Ga*> mimetize a agdo do fon férrico, pois os seus
principais carreadores (transferrina e lactoferrina) ndo conseguem distinguir os dois elementos,
interferindo no metabolismo de microrganismos dependentes de ferro (Lessa, 2012; Timoteo, et
al., 2020; Sales et al., 2021). Essa caracteristica € importante em diversos processos bioquimicos,
dentre eles: a eritropoiese, metabolismo energético e a sintese de DNA (Negri, 2013). No linfoma,
hd uma expressdo alta de receptores de transferrina, sendo alta também a absorcdo celular do
complexo galio-transferrina, levando a inibicdo da proliferacdo celular, principalmente pela
interrupcdo do transporte e homeostase do ferro e bloqueio da ribonucleotideo redutase, afetando
a sintese de DNA. Além disso, a captacdo de galio também ativa as caspases, induzindo a apoptose
(Berggren, 1993; Straus, 2003). A estrutura quimica do nitrato de galio pode ser observada na
Figura 4.

Figura 4 - Estrutura Quimica do Nitrato de Galio
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Fonte: Drugbank Online (2023).
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O nitrato de gélio é considerado o primeiro composto a base de Galio a exibir propriedades
anticancer em humanos (He et al., 2019; Zhang et al., 2012; Hizaji et al., 2018), tendo como uma
de suas maiores indicacGes o tratamento da hipercalcemia, geralmente como uma condigédo
secundaria a certos tipos de cancer (Drugbank, 2023). Dentre outras fungdes, o Gélio®* também
tem apresentado atividade como agente antiinflamatorio; Bibi et al. (2014) e House et al. (2001)
verificaram uma reducdo da area de trauma e da inflamac&o em feridas infectadas, quando tratadas
com formulagdes contendo o Galio (I11), assim como as feridas parecem fechar mais rapido com
essas formulacdes. Também ¢é responsavel pela regulacdo de citocinas e do estresse oxidativo,
evidenciando uma resposta inibidora da inflamacdo com reducédo dos niveis de algumas citocinas
pré-inflamatorias (Sales et al., 2021). Além disso, o galio possui a capacidade de se acumular e
ficar retido em locais inflamatorios, sendo essa uma caracteristica promissora para candidatos a
formulagGes topicas para o tratamento de infeccdes cutaneas (Edwards; Hayes, 1969; Lavender et
al., 1971, Littenberg et al., 1973; Mimandri et al., 2014; Sales, 2020).

Sabendo que as bactérias sdo dependentes do ferro para regulacdo de suas expressdes
génicas, 0 mecanismo de acdo do galio interfere no ciclo de vida das bactérias e nos seus processos
bioldgicos. Com isso, acredita-se que as bactérias sequestram o galio por meio de seus sistemas de
absorcdo de ferro, ndo conseguindo reduzi-lo e bloqueando varios processos bacterioldgicos
(Rzhepishevska et al., 2011; Firmino et al., 2019; Porcaro et al., 2017; Chitambar, 2017; Sales,
2021). Hijazi et al. (2018) determinou a atividade antimicrobiana de compostos de galio, onde 50%
das cepas do Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii foram sensiveis (MIC < 32 uM)
ao nitrato de galio e ao galio maltolado, especialmente nas condi¢cdes que tendem a imitar os fluidos
bioldgicos, inferindo também que a susceptibilidade bacteriana aos compostos de Ga € influenciada
pela concentracdo de ferro e pela composicao de nutrientes do meio. Ou seja, espécies aerdfilicas
sd0 mais suscetiveis que espécies fermentadoras, fator este relacionado ao comprometimento de
processos que exigem ferro, como a respiragdo. Além disso, Bastos (2019) verificou o potencial
dos compostos do galio como agente antifingico, sendo fungistatico contra Aspergillus fumigatus
e contra diversas especies de Candida.

Entretanto, o nitrato de galio apresenta uma alta solubilidade e baixa permeabilidade,
pertencente a classe 111 do sistema de classificacdo biofarmacéutica. Essa problematica pode ser

contornada através do uso de nanocarreadores, que atuam como Drug Delivery System, que
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desempenham um papel crucial para melhorar a eficacia de fArmacos com essas caracteristicas
(Vieira, 2015).

Em relacdo a seguranca, toxicidade e farmacologia, o nitrato de galio tem a aprovacao do
Orgao americano FDA para o tratamento injetavel da hipercalcemia maligna (Antunes et al., 2012),
devendo ser administrado como uma infusdo intravenosa ininterrupta por até 5 dias (100-200
mg/m? diariamente), ou até que os niveis de calcio no sangue sejam reduzidos a um nivel seguro.
Na infusio intravenosa, sua liberagdo é equivalente a 0,15 L/h/kg na dosagem de 200 mg/m? por
cinco a sete dias. Seu uso é contraindicado em pacientes com insuficiéncia renal grave (Scr> 2,5
mg/dL), visto que apresenta uma nefrotoxicidade equivalente a 100 mg/kg (Warrell; Bockman,
1989). A hidratacdo e a coadministracdo de manitol com Nitrato de galio aumentam a quantidade
de galio excretada na urina durante a primeira hora (Krakoff et al., 1979). Nao é metabolizado nem
pelo figado nem pelos rins, enquanto sua excrec¢do é significativamente realizada pelos rins.

Portanto, para seu uso como antimicrobiano de uso dermatoldgico, sera necessario corrigir
suas propriedades biofarmacéuticas e veicula-lo em formas farmacéuticas adequadas para
penetracdo na pele. Tais caracteristicas podem ser alcancadas utilizando sistemas de entrega de

farmacos, como o CLN, e desenvolvendo medicamentos semissélidos de administracdo topica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O nitrato de gélio nonahidratado (Ga(NOs)® - xH20) e os agentes surfactantes Tween™ 80
e Span™ 80 foram obtidos pela Sigma-Aldrich (Estados Unidos), enquanto o Alkest CSO 300
(PEG) foi doado pela Oxiteno (Brasil). Para o desenvolvimento dos sistemas nanoparticulados,
também foi utilizado o lipidio sélido a temperatura ambiente, Tristearina (Dynasan 118 - P.F. 73
°C), e o lipidio liquido a temperatura ambiente, Miglyol® 812, todos gentilmente cedidos pela O1O
Chemical (Alemanha).

4.2 Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL)

Foram preparadas dois tipos de amostras com diferentes pares de tensoativos, com a
finalidade de avaliar o tensoativo que melhor se comporta na formulagédo através de seu aspecto
fisico. Para isso, foi realizado um comparativo testando dois pares de tensoativos, sendo eles o
Tween® 80 (EHL 15) e Span® 80 (EHL 4,3), e Alkest CSO 300 (EHL 11,7) e Span® 80 (EHL
4,3).

Para determinacdo do EHL requerido (EHLreq) para a fase oleosa, foram preparadas 9
emulsdes com diferentes proporc¢des de dois tensoativos, sendo um hidrofilico e outro lipofilico
para cada par citado. Para o preparo das emulsdes, a fase aquosa foi composta por 4gua e tensoativo
hidrofilico (Tween® 80 ou Alkest CSO 300) e a fase oleosa composta pelo lipideo sélido Dynasan
118 e o lipidio liquido Miglyol® 812, juntamente com o tensoativo lipofilico, Span® 80. As
proporcOes de tensoativos hidrofilico e lipofilico necessarias para obtencdo da emulsdo de maior
estabilidade foram determinadas pelo valor de EHL requerido, calculado de acordo com a equagéo
1. (Kim et al., 2014; ICI AMERICAS, 1984, Griffin, 1949).

EHLreq = (%TensA x EHLA) + (%TensB x EHLB) Equacdo 1: EHL requerido.
100
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Onde %TensA, EHLA, %TensB e EHLB s&o a porcentagem e EHL do tensoativo A
(Span® 80) e a porcentagem e EHL do tensoativo B (Tween® 80 ou Alkest CSO 300),
respectivamente.

Nas tabelas abaixo, pode-se verificar as proporc¢des de lipideos, tensoativo e agua utilizadas
no preparo das amostras contendo os pares de Span® 80 e Tween® 80, e Span® 80 e Alkest CSO
300, respectivamente. O intervalo de EHL utilizado variou entre 5,37 e 13, 95 para Span® 80 e
Tween® 80 e 5,04 e 10,96 para Span® 80 e Alkest CSO 300.

Tabela 1 — Proporcdes de tensoativos para formulagdes contendo Span® 80 e Tween® 80.

Amostras Lip. Sol/Lip. Span 80 Tween 80 Agua EHL
Liqg.
Al 8% 90% 10% 80% 5,37
A2 8% 80% 20% 80% 6,44
A3 8% 70% 30% 80% 7,51
A4 8% 60% 40% 80% 8,58
A5 8% 50% 50% 80% 9,65
A6 8% 40% 60% 80% 10,72
A7 8% 30% 70% 80% 11,79
A8 8% 20% 80% 80% 12,86
A9 8% 10% 90% 80% 13,95

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2 — Proporcdes de tensoativos para formulages contendo Span® 80 e Alkest CSO 300.

Amostras Lip. Sol/Lip. Span 80 Alkest CSO Agua EHL
Lig. 300
Al 8% 90% 10% 80% 5,04
A2 8% 80% 20% 80% 5,78
A3 8% 70% 30% 80% 6,52
A4 8% 60% 40% 80% 7,26
A5 8% 50% 50% 80% 8,00
Ab 8% 40% 60% 80% 8,74
A7 8% 30% 70% 80% 9,48
A8 8% 20% 80% 80% 10,22
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A9 8% 10% 90% 80% 10,96

Fonte: Dados da pesquisa.

As emulsdes foram preparadas pelo método de emulsificagdo por ultrassom. Inicialmente
foi feito aquecimento dos lipidios (até aproximadamente 5-10°C acima do ponto de fusdo do lipidio
solido, que € equivalente a aproximadamente 73 °C) e da agua ultrapura contendo os tensoativos
separadamente. Em seguida, a fase aquosa foi vertida na oleosa sob agitacdo constante durante 1
minuto e levada para processador ultrassonico (Eco-sonics®) por 7 minutos com 50% de
amplitude. A emulsdo recém-obtida foi retirada do equipamento e resfriada, permanecendo em
repouso por 24 horas em temperatura ambiente. Apds o periodo de repouso, observou-se
visualmente a aparéncia das emuls6es obtidas com o objetivo de verificar sinais de instabilidade

evidenciados por ocorréncia de separacdo de fases ou cremagem (Gullapalli; Sheth, 1999).

4.3 Planejamento Experimental

Inicialmente, foi feito um planejamento experimental, conhecido como design de
experimentos (DoE), dos CLN sem o emprego do farmaco, para avaliar quais proporcdes e
parametros resultariam em carreadores com as melhores caracteristicas de tamanho hidrodindmico
das particulas, potencial zeta e indice de polidispersdo, sendo um planejamento experimental do
tipo composto central com quatro fatores em dois niveis (0=2) e repeticbes do ponto central,
totalizando 31 experimentos. Os fatores avaliados foram a proporcao de lipideo da formulagéo, a
proporcao entre os lipideos sélido e liquido, a poténcia do equipamento de ultrassom empregado
na metodologia e o tempo de ultrassom empregado, parametros esses conhecidos como variaveis
independentes, 0s quais estdo representados na Tabela 3, sendo 0s seus niveis estabelecidos de
acordo com estudos prévios. As respostas avaliadas foram o tamanho hidrodinamico das particulas,
o PDI e o potencial zeta, escolhidas como variaveis dependentes, visando otimizagdo dos
pardmetros que obtivessem as melhores formulac6es que seriam empregadas para uma outra etapa
do estudo, ou seja, as formulagdes que apresentassem menor tamanho e indice de polidispersao e

maior potencial zeta.
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Tabela 3 — Variaveis utilizadas no planejamento composto central para ensaios com CLN sem farmaco.

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

Fonte: Dados da pesquisa.

A partir dos resultados obtidos na triagem do planejamento experimental sem o farmaco,
foram fixadas as varidveis de tempo e poténcia de sonicacdo, além de estabelecer o intervalo da
quantidade de lipideo, que forneceram as nanoparticulas com as melhores caracteristicas. Diante
desses resultados, um novo planejamento composto central foi desenvolvido, com dois fatores e
também de dois niveis e com repeticdo do ponto central, com CLN contendo o farmaco que resultou
em 13 experimentos. As variaveis dependentes incluiram: potencial zeta, tamanho, PdI e eficiéncia

de encapsulamento.

Tabela 4 — Variaveis utilizadas no planejamento composto central para ensaios com CLN com farmaco.

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

Fonte: Dados da pesquisa.

A melhor formulacdo obtida nesse DoE foi selecionada para dar continuidade ao estudo,

onde foi repetido o CLN para caracterizacdo e demais ensaios.

4.4 Obtencao dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN)

A técnica utilizada para o preparo dos CLNs é conhecida como emulsificagcdo multipla por
ultrasonicacdo a quente. Inicialmente, formou-se uma emulsdo primaria (A1/O) através do
aquecimento (até aproximadamente 5-10°C acima do ponto de fusdo do lipidio solido) e posterior
homogeneizacdo da fase oleosa (O) composta pelo lipidio sélido, lipidio liquido e tensoativo
lipofilico (Span® 80) e da fase aquosa interna (Al) contendo o farmaco, 0s quais permaneceram

sob agitacdo magnetica por cerca de 2 minutos. Em seguida, a fase aquosa externa (A2) contendo
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o tensoativo hidrofilico (Alkest CSO 300), também aquecida & mesma temperatura, foi adicionada
a emulsdo priméria, sendo submetidos & ultrasonicagdo através de um sonicador de sonda
(Ecosonics® QR 800, S&o Paulo), durante tempo e poténcia pré-determinados atraves do
planejamento experimental. A emulsdo formada (A1/O/A2) foi resfriada em banho de gelo até
atingir a temperatura ambiente e formar o CLN por recristalizacdo da fase lipidica (Becker Peres
etal., 2016). Além dos parametros de sonicacdo, a quantidade de lipideos também foi definida pelo
DoE. Ja a concentracdo de tensoativos total foi fixada em 10% da formulacdo, baseada em estudos
prévios, onde a proporc¢éo tensoativo hidrofilico/lipofilico foi determinado no estudo de EHL. Um

CLN branco foi obtido da mesma forma, sem a presenca do farmaco na Al.

4.5 Caracterizacao fisico-quimica dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

Os parametros avaliados durante tal caracterizagdo foram o tamanho hidrodindmico de
particulas, o potencial zeta, o indice de polidispersdo (PDI), a eficiéncia de encapsulacdo, a

morfologia das particulas, o FTIR e o DSC.

4.5.1 Determinacdo do potencial zeta, do indice de polidispersdo e do tamanho
hidrodindmico de particulas

A determinacdo do tamanho hidrodinamico das particulas e do indice de polidisperséao foi
realizada através do método de espalhamento de luz dinamico (DLS), enquanto o potencial zeta foi
determinado através da mobilidade eletroforética. Ambas as analises foram feitas no equipamento
Zetasizer Nano ZS, da Malvern Instruments (Inglaterra), a temperatura ambiente (25°C) e angulo
de 90° para o DLS. Inicialmente foi realizada uma diluicao inicial das particulas até uma proporc¢éo
ideal (1:10 v/v) em &gua ultrapura, sendo empregada cubeta Optica para DLS, no primeiro caso, e

cubetas capilares, no segundo.

4.5.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacéo

O calculo da eficiéncia de encapsulacgéo foi realizado pelo método indireto (Souza et al.,
2011), feito em duas etapas: na primeira, foi doseado o farmaco na formulacdo total, sendo
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realizada uma prévia digestdo com HNO3 0,1 mol.L?, de modo a ser obtido o valor real do mesmo;
na segunda foi realizado o método indireto de doseamento em si (Melo; Silva, 2008; Rodrigues et
al., 2011; Rodrigues, 2020). No método indireto, cerca de 0,5 mL das amostras foram centrifugadas
em tubos com membranas filtrantes Amicon® Ultra-4 a 9500 rpm durante 45 min, gerando um
filtrado que foi analisado para doseamento do que néo foi encapsulado. A metodologia empregada
para a quantificacdo do galio no filtrado foi a espectrometria de absor¢do atbmica por chama
(Varian AA), utilizando o software SpectrAA 220 FS, cujos parametros foram ajustados para
analise a partir dos ajustes da lampada de catodo oco especifica para o elemento Galio (Agilent
Technologies, Serial/Lot No.: 17R0237), e o fluxo de gas monitorado (fluxo de ar e gas acetileno),
com leitura realizada em 294,4 nm. Foi realizada uma curva de calibracdo com padréo de nitrato
de galio ((Ga(NOs)3) em HNO3s mol.L e concentracdo de Ga equivalente a 1000 mg/L - Merck)
com cinco pontos e intervalo de 10 a 50 pg/mL. Apds a diluicdo das amostras, foram realizadas as
leituras no aparelho de espectrometria de absorcao atdmica por chama. Foi feita diluicdo de modo

que a concentracdo da amostra se encontrasse dentro da curva de calibragdo, conforme Figura 5.

Figura 5 — Curva de calibracéo
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Fonte: Autoria propria.

O calculo da eficiéncia de encapsulagéo foi feito através da equagéo (2):

EE% = _ GaNtotal — GaNlivre x 100 2
GaNtotal
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Em que EE% é a eficiéncia de encapsulacdo, GaNtotal é a quantidade total de nitrato de
géalio doseada na formulacdo e GaNlivre € a quantidade de nitrato de galio doseada no
sobrenadante.

A concentracdo de galio nas amostras foi calculada através da regressao linear obtida pela
curva de calibragdo previamente realizada, fornecida pelo software do proprio equipamento,
gerando uma equacdo da reta referente & concentragdo x absorbancia

4.5.3 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Para as anélises feitas por DSC, uma massa de aproximadamente 2 + 0,5 mg das amostras
foi adicionada a um cadinho de aluminio hermético posteriormente selado. As amostras contendo
a nanoparticula com e sem o farmaco foram previamente secadas em temperatura ambiente por
24h. O ensaio ocorreu em atmosfera dindmica de nitrogénio com vazao de 50 mL.min, com razdo

de aquecimento de 10°C/min-1 dentro do intervalo de 25 a 300°C.

4.5.4 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras para analises de FTIR foram preparadas como pastilhas de KBr, na proporcao
aproximada de 1 mg da amostra para 100 mg de KBr, que foram trituradas até que um po fino fosse
obtido. A mistura foi entdo submetida a uma forca de 78,5 kN usando a prensa hidraulica
Shimadzu® por 10 min. Os espectros de absor¢do no infravermelho das pastilhas com as amostras
foram obtidos utilizando um espectrometro de absorcdo infravermelho com transformada de
Fourier (IRTracer-100, espectrdmetro Shimadzu®), por meio de 45 varreduras, na faixa de
comprimento de onda de 4000 a 550 cm™ e resolugdo de 4 cm™. Os graficos foram criados pela

utilizac&o do software OriginPro® 2018.

4.5.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Os CLN foram diluidos em agua ultrapurificada na proporg¢éo 1:10 (v/v). Uma aliquota de

20 uL foi dispersa em grades de cobre, seguidas do agente de contraste acido fosfotungico (PTA)
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e colocadas para secar em temperatura ambiente por 48 h. As amostras foram visualizadas usando
um microscopio MET Morgagni 268D (FEI), sob aceleracdo de 80 kV. A morfologia por
microscopia eletronica dos CLN com e sem farmaco foi realizada no Centro de tecnologias
estratégicas do Nordeste (CETENE).

4.6 Avaliagdo da estabilidade dos CLN

A estabilidade dos CLN gerados foi feita com carater preliminar e de curta duracao, sendo
realizadas as seguintes leituras nos tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 dias. As amostras foram
armazenadas a 4°C em geladeira em tubos de penicilina devidamente fechados.

4.6.1 Aspecto macroscopico

Foram avaliadas propriedades organolépticas como a cor, odor e 0 aspecto da formulagéo.

4.6.2 Determinacéo do potencial hidrogeniénico (pH)

A determinacdo do pH das formulacGes foi realizada através de pHmétro digital de bancada
(Micronal — B474), seguindo metodologia adequada para formas farmacéuticas liquidas
preconizada pela 62 edicdo da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019). As leituras foram realizadas

em triplicata e em temperatura ambiente.

4.6.3 Determinacdo do potencial zeta, do indice de polidispersdo e do tamanho

hidrodinamico de particulas

A determinacdo do potencial zeta, indice de polidispersdo e tamanho das particulas foi

realizado conforme metodologia descrita na Secéo 4.5.1.

4.7 Avaliacéo do efeito oclusivo
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Para determinar o fator de oclusao, foi tido como base o teste de Vringer in vitro. O ensaio
foi realizado em triplicata, utilizando 0,300 pL de cada amostra, as quais foram aplicadas
homogeneamente sob papel filtro quantitativo cinetec (abertura de 2 um, n°42; 12,50 cm) faixa
azul, que envolviam um recipiente (béquer) de 50mL com aproximadamente 45 mm de didmetro,
contendo 25 mL de 4gua em seu interior. Apds preparo, as amostras foram mantidas em estufa sob
temperatura de 32°C por diferentes periodos. Apos isso, as amostras foram pesadas nos tempos
correspondentes a 6h, 8h e 12h para avaliar o fator oclusao a partir da seguinte equacdo: (Lacerda,
2009, Ferreira, 2012):

F=A-B x100 Equacdo 3
A
Onde:
F = Fator de ocluséo
A = Massa de agua perdida do controle
B = Massa de agua perdida da amostra

Usou-se dgua como controle neste teste de oclusdo (nenhum efeito oclusivo) e as amostras

analisadas foram a nanoparticula contendo o nitrato de galio e a solucdo do nitrato de galio.

4.8 Ensaio da membrana cério-alantoide (HET-CAM)

O teste da membrana corioalantdide do ovo de galinha fecundado — HET-CAM foi utilizado
para avaliar o potencial de irritacdo das nanoparticulas de galio sintetizadas. Como controle foram
utilizados solucdo salina 0,9% (controle negativo para irritacdo) e lauril sulfato de sédio 1%
(controle positivo para irritacdo), tendo o potencial de irritacdo (P1) estabelecido pela visualizacao
microscopica da membrana corioalantdide, durante 5 minutos (300 segundos) contendo 0,300 pL
das respectivas amostras, no intuito de verificar a ocorréncia de efeitos irritantes (hemorragia,

coagulacao e vasoconstric¢do) (Equacéo 4).

(301—- hemorragia)s n (301—vasoconstric¢io)7 n (301—-coagulacio)9
300 300 300

PI=

Equacéo 4
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Apo6s quantificacdo, as amostras foram classificadas como: ndo irritante (0-0,9);
ligeiramente irritante (1-4,7); irritacdo moderada (5- 8,9); irritagdo grave/severa (9-21). Foram
realizadas 4 repeticGes para cada substancia teste e controle, segundo preconizado por Freire et al.
(2015).

Na figura abaixo, € possivel observar o passo a passo para a realizagdo do teste.

Figura 6 — Etapas para realizacdo do HET-CAM.
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Legenda: A) Corresponde a quebra cautelosa da casca do ovo; B) Umedecimento da membrana com soro

fisiologico; C) Membranas expostas para receber as amostras; D) Analise microscopica.

4.9 Analise Estatistica

Todos os experimentos citados foram realizados em triplicata para garantir significancia
estatistica e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A geracdo dos graficos e
informagdes contidas nas tabelas foram geradas ou pelo programa Origin® 8.5 ou pelo programa
MiniTab® 18. Analises de regressdo linear multipla foram aplicadas para gerar modelos
polinomiais, com inclusdo dos termos de interacdo lineares e quadraticos, para todas as variaveis
de resposta avaliadas. A influéncia significativa dos fatores independentes nas variaveis de resposta
foi estimada através da analise de variancia (ANOVA) e determinacdo do valor de p (no intervalo

de confianca de 95%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico (EHL)

As amostras foram preparadas de acordo com as proporc¢oes e valores de EHL descritos na
tabela presente na Secdo 4.3. As figuras 7 e 8 mostram o aspecto visual das amostras apds 24 horas
de repouso, os tensoativos utilizados foram o Tween® 80 + Span® 80 e Span® 80 + Alkest CSO
300, respectivamente. Entre as emulsdes contendo o Alkest, a mais estavel visualmente apos
analise macroscopica (Figura 8) apresentou EHL em torno de 8,74 que corresponde a propor¢ao
de 40% de Span® 80 e 60% de Alkest CSO 300, valores esses que podem ser visualizados na
Tabela 1 da Secdo 4.2. As demais emulsdes contendo Span® 80 e Alkest CSO 300 néo
apresentaram instabilidade evidenciadas por separacdo de fases ou cremagem, ja no caso dos pares
contendo o Span® 80 e Tween® 80, as formulacdes apresentaram instabilidade e cremagem nas
proporcdes correspondentes a 10% e 50% de Span® 80 (Amostras 1 e 5 da Figura 7). Como a
turbidez do sistema aumenta com a concentracdo das goticulas com tamanho suficiente para
produzir espalhamento de luz, o aspecto leitoso observado nas amostras preparadas com o Tween®
80 pode estar relacionado ao maior tamanho de particulas ou de agregados formados. Além disso,
0 aspecto leitoso das formulages pode representar um paradmetro critico de estabilidade, podendo
antecipar a coalescéncia que leva a separacdo de fases (Lieberman; Rieger; Banker, 1998;
Kheradmandnia et al., 2010). Diante dos resultados da andlise visual, a formulacéo escolhida para
a continuidade do estudo que apresentou a melhor caracteristica foi aamostra 6, utilizando o Span®
80 e Alkest CSO 300, podendo ser visualizada na Figura 8.

Figura 7 - Aspecto visual das amostras ap6s 24h de repouso utilizando o Span® 80 e Tween® 80.
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Figura 8 - Aspecto visual das amostras ap6s 24h de repouso utilizando o Span 80® e Alkest CSO 300.

William Griffin (1949) afirma que os tensoativos consistem em uma molécula constituida
de grupos hidrofilicos (polar) e lipofilicos (apolar) e que, o equilibrio da forca e do tamanho destes
dois grupos opostos é definido como EHL (Pasquali; Taurozzi; Bregni, 2008). Cada emulsionante
reflete um valor numérico, correspondente a uma escala adimensional de 1 a 18, onde
emulsionantes com carater lipofilico e maior afinidade pela fase organica apresentam um baixo
namero de EHL (menor 8,0), e emulsionantes com caréater hidrofilico e, consequentemente, com
maior afinidade pela fase aquosa, apresentam um alto nimero de EHL (acima de 8,0). Com isso, 0
EHL indica a capacidade de uma substancia se distribuir em fases imisciveis. Emulsionantes que
possuem baixo EHL formam emulses A/O, por outro lado, emulsionantes com alto valor de EHL
formam emulsdes O/A (Americas, 1984; Jin et al., 2008; Morais, 2006; Pasquali; Taurozzi; Bregni,
2008; Santos, 2011).

Diante da importancia que a determinacdo do EHL apresenta frente a estabilidade do CLN
através da reducdo da tensdo interfacial, sua escolha é de extrema importancia para a formulacéo
(Americas, 1984; Jin et al., 2008). A avaliacdo do EHL foi estimada a partir da analise
macroscopica das emulsfes recém obtidas e apds 24 horas de repouso. Um dos principais fatores
determinantes no processo de emulsificacdo é a estrutura e concentracdo de tensoativos, e
consequentemente a tenséo interfacial do sistema, uma vez que o0 aumento na concentragdo de
tensoativos tende a provocar a diminuicéo da tenséo interfacial, o que ird promover a emulsificacéo
do sistema (Bouchemal et al., 2004). Portanto, através do ensaio de EHL foi possivel escolher o
melhor par de tensoativos e a propor¢éo ideal de cada um, que permitira a formagdo do CLN com

melhor estabilidade.
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5.2 Planejamento Experimental

O uso do planejamento estatistico de experimentos, ou Design of Experments (DoE), teve
0 objetivo de avaliar a influéncia de parametros utilizados para a obtencéo dos carreadores lipidicos
nanoestruturados e quais fatores fornecem CLN com as melhores caracteristicas fisico-quimicas.
Diante desse fato e baseado em estudos anteriores realizados pelo grupo, foram estabelecidos os

parametros criticos de qualidade, de processo e da formulacdo, sendo eles elencados na tabela

abaixo:
Tabela 5 — Parametros utilizados para obtencéo dos CLN.
ATRIBUTOS FATORES
Parametros criticos de Tamanho hidrodindmico médio, Pdl, Potencial Zeta e Eficiéncia de
gualidade encapsulamento.

Parametros criticos de processo | Tempo e poténcia de sonicagao.

Parametros criticos de

formulacdo Quantidade de lipidio e proporcéo de lipidio sélido/liquido.

Fonte: Autoria propria.

O experimento realizado foi do tipo composto central com quatro fatores e dois niveis,
dividido em duas séries: a primeira série sem o farmaco, para avaliacdo e triagem dos parametros
do método e da formulacdo das nanoparticulas; e a segunda série contendo o farmaco com as
variaveis da formulacdo em niveis otimizados da série anterior, para avaliacdo também da
eficiéncia de encapsulamento do fArmaco na nanoparticula.

Para a primeira série, 0s pardmetros selecionados como variaveis independentes (variaveis
de entrada) totalizaram quatro fatores, sendo eles: a quantidade total de lipideos na formulacao
(%L.ip), a proporcéo de lipideos solido e liquido (Sol/Liq), o tempo (min.) e a poténcia de sonicacdo
(A%). Ja as variaveis dependentes (variaveis de saida) avaliadas foram o tamanho hidrodindmico
das particulas (Tam.), o indice de polidispersao (Pdl) e potencial zeta (PZ) dos CLNs obtidos. Esse
desenho experimental gerou 31 ensaios, dos quais 0s resultados estdo apresentados na Tabela 6.
Tais fatores, assim como seus niveis maximos e minimos, foram escolhidos baseados em estudos
prévios que mostraram suas influéncias nos pardmetros criticos da qualidade das formulagdes,

interferindo nos tamanhos, indice de polidisperséo, eficiéncia de encapsulamento e estabilidade de
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nanoparticulas (Apostolou et al., 2021; Gordillogaleano; Mora-Huertas, 2018; Pathak; Keshri;
Shah, 2011; Zheng et al, 2013), bem como a contribuicdo do tempo e poténcia de ultrassom
(Kumas; Singh; Garg, 2019; Luo et al., 2022; Pucek-Kaczmarek, 2021; Siddiqui et al., 2014; Silva
etal., 2011).

Tabela 6 - Matriz do planejamento experimental feito com Dynasan118 mostrando as variaveis dependentes

e independentes.

Pot Tempo Tam PZ

AMOSTRA | %Lip S/L (%A) (min.) (nm) PDI (mV)
1 6 65 4 40 42,45 | 0,177 | -5,86
2 10 65 4 40 154,70 | 0,016 | -23,70
3 6 85 4 40 49,01 | 0,267 | -9,31
4 10 85 4 40 320,30 | 1,000 | -6,97
5 6 65 10 40 40,22 | 0,178 | -9,87
6 10 65 10 40 72,38 | 0,300 | -5,32
7 6 85 10 40 491,50 | 0,687 | -9,70
8 10 85 10 40 9593 | 0,008 | -7,62
g 6 65 4 70 42,45 | 0,177 | -5,86
10 10 65 4 70 29,24 | 0,425 | -3,26
11 6 85 4 70 49,01 | 0,267 | -9,31
12 10 85 4 70 167,80 | 0,511 | -12,20
13 6 65 10 70 42,67 | 0,134 | -20,30
14 10 65 10 70 3543 | 0,430 | -8,70
15 6 85 10 70 470,40 | 0,912 | -7,54
16 10 85 10 70 1562,00 | 0,479 | -8,50
17 4 75 7 55 2700 | 0,197 | -9,26
18 12 75 7 55 238,30 | 0,635 | -6,12
19 8 55 7 55 42,32 | 0,179 | -9,39
20 8 95 7 55 393,40 | 1,000 | -9,97
21 8 75 1 55 23490 | 0,515 | -9,17
22 8 75 13 55 377,50 | 0,226 | -16,70
23 8 75 7 25 70,63 | 0,550 | -8,42
24 8 75 7 85 21450 | 0,266 | -11,00
25 8 75 7 55 528,70 | 0,750 | -8,03
26 8 75 7 55 246,10 | 0,043 | -5,85
27 8 75 7 55 88,55 | 0,395 | -6,24
28 8 75 7 55 282,50 | 0,277 | -15,00
29 8 75 7 55 165,70 | 0,248 | -9,74
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30 8 75 7 55 425,00 | 0,972 | -8,56

31 8 75 7 55 246,10 | 0,043 -5,850
Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulagdo total; S/L = proporcéo de lipideo sélido e liquido;

Tam. = Tamanho (diametro médio); PZ = potencial zeta.

De acordo com os resultados mostrados pelas variaveis dependentes, foi possivel obter
CLNs com tamanho variando de 27,0 nm a 1562 nm, Pdl entre 0,008 e 1,00 e potencial Zeta entre
-3,260 e -23,7. As formulacdes apresentaram-se liquidas, com aspecto de transldcido a leitoso e de
reflexo azulado, caracteristico de nanoparticulas. O tamanho ideal para as nanoparticulas serem
incorporadas em formulagdes tdpicas, de acordo com a literatura, depende do objetivo da aplicacdo
e das propriedades desejadas. A escolha do tamanho pode influenciar em fatores como a penetracéo
cutanea e estabilidade, onde particulas menores tem maior probabilidade de penetrar nas camadas
mais profundas da pele, assim como sdo mais susceptiveis a aglomeracéo, levando a instabilidade
do sistema. Pesquisas também sugerem que nanoparticulas de tamanhos extremamente pequenos
podem ter potenciais efeitos adversos a salde, afetando a seguranca. Nesse sentido, tamanhos de
nanoparticulas considerados ideais devem ser inferiores a 300 nm, e, quanto menor o tamanho,
melhor a eficiéncia de permeacdo. Contudo, deve-se atentar aos problemas citados acima em caso
de particulas extremamente pequenas (Banerjee et al., 2016; Danei et al., 2018; Li et al., 2016;
Soares, 2014). Quanto ao Pdl, valores inferiores a 0,300 garantem uma amostra menos polidispersa
e consequentemente mais homogénea, sendo relacionada com um comportamento fisico-quimico,
farmacocinético e farmacoldgico mais homogéneo (Danei et al., 2018; Musielak; Feliczak-Guzik;
Nowak, 2022). Ja o potencial zeta, valores > | 30 | mV sdo considerados 6timos para garantia de
alta estabilidade eletrostatica das nanoparticulas. Contudo, esse valor pode ser menor sem prejuizo
na estabilidade quando coexistir com uma estabilidade estérica, que pode ser fornecida com o uso
de tensoativos ndo ibnicos, como no caso do utilizado neste trabalho (Carvalho et al., 2018;
Honary; Zahir, 2013; Shah et al., 2022; VVarenne et al., 2019). Sendo assim, 13 amostras obtiveram
resultados inadequados para a pesquisa. As demais encontraram-se dentro das caracteristicas
ideais.

Através do processamento estatistico do planejamento experimental através de ANOVA, a
falta de ajuste ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05), indicando a adequacdo do modelo
matematico gerado para as variaveis estudadas a partir do DoE. Os gréaficos de Pareto (Figura 9,

10 e 11) foram elaborados para ilustracdo dos efeitos importantes e comparar a magnitude destes,



determinando os pardmetros que mais contribuem nas varidveis tamanho, Pdl e PZ,

correlacionando com os CLN de melhores resultados.

Figura 9 - Grafico de Pareto para avaliagdo da variavel de tamanho no planejamento experimental.
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p=,05

Fonte: Autoria propria. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulago total; S/L = propor¢do de

lipideo solido e liquido; Pot= poténcia de sonicacéo; Temp= tempo de sonicagao.

Figura 10 - Grafico de Pareto para avaliagdo da varidvel de PdI no planejamento experimental.
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Fonte: Autoria prépria. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulag&o total; S/L = propor¢do de

lipideo sélido e liquido; Pot= poténcia de sonicacdo; Temp=tempo de sonicacao.

p=,05



Figura 11 - Grafico de Pareto para avaliacdo da variavel de potencial zeta no planejamento experimental.
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Fonte: Autoria propria. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulacéo total; S/L = proporc¢éo de

lipideo solido e liquido; Pot= poténcia de sonicacéo; Temp= tempo de sonicacao.

Na figura 9, o grafico de Pareto mostra que, além da proporcao S/L, a outra variavel que
apresentou efeito significativo no tamanho dos CLN foi a interacdo da variavel S/L e a poténcia de
sonicacao, o que significa que essas variaveis juntas apresentam influéncia no tamanho. Para o Pdl
(Figura 10), apenas a proporcao de lipideo solido/lipidio liquido (S/L) teve uma influéncia, similar
a do tamanho. Em ambos 0s casos, as variaveis significativas apresentaram influéncia positiva na
resposta, o que significa que o aumento dessas varidveis aumenta a resposta, tanto o tamanho
quanto para o Pdl. Quanto ao potencial zeta (Figura 11), nenhuma variavel testada teve efeito
significativo. Para uma melhor visualizacdo desses efeitos significativos, foi gerado o gréafico de
superficie resposta, mostrados na Figura 12. E possivel observar que a regido com melhor tamanho
é encontrada na regido de coloracdo verde escura no grafico, a qual corresponde as maiores

poténcias e propor¢do S/L ate aproximadamente 70.
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Figura 12 - Grafico de superficie resposta para a variavel tamanho em relacéo aos efeitos significativos do

planejamento experimental
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Fonte: Autoria propria.

Atualmente, ha relatos existentes na literatura de que elevadas concentragdes de lipideos na
formulacdo necessitam de maior poténcia para atingirem a escala nanomeétrica, podendo levar a um
aumento e ma distribuicdo de tamanho por fatores como 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). Quanto aos parametros de sonicacédo, estudos
mostraram que a reducdo do tamanho de particulas é proporcional a poténcia (Becker Peres et al.,
2016; Behbahani et al., 2017; Cortial et al., 2015; Cunha et al., 2020). Entretanto, 0 excesso de
energia em altas poténcias podem levar a muitos choques entre as particulas, aglomerando-as e
aumentando o seu tamanho, bem como favorecendo saida da fase aguosa interna contendo o
farmaco de dentro da matriz do CLN.

No que tange os parametros da formulacédo, pesquisas relatam que as principais influéncias
no tamanho e Pdl das nanoparticulas € a quantidade de lipideo total e concentracdo de lipideos
solidos na formulag&o, cuja diminuicdo desses fatores facilitam a obtencdo de tamanhos menores
e distribuicdo mais homogénea (Das; Ng; Tan, 2012; Ghanem et al., 2021; Kelidari et al., 2017,
Salem et al., 2020; Soleimanifard et al., 2020). Entretanto, como o CLN utilizado contém um
farmaco hidrofilico, como no caso do nitrato de galio, foram produzidos pelo método de

emulsificacdo multipla, onde o farmaco é adicionado em forma de solucdo aquosa, e essa fase



54

interna presente na fase oleosa ja provoca uma desorganizacgdo que ajuda a reduzir a cristalinidade
da matriz lipidica, sem a necessidade de quantidades maiores de lipideo liquido (Awadeen;
Boughdady; Meshali, 2020; Becker Peres et al., 2016; Fangueiro et al., 2012; Ghasemian et al.,
2017). Portanto, para obtencdo de CLN com melhores tamanhos e Pdl nessa pesquisa, foi
determinado como parametros poténcias intermediarias e menores quantidades de lipideos sélidos.

Assim, para o planejamento da segunda série foram estabelecidos os seguintes critérios:
quantidade de lipideo (%Lip) e a proporcao de lipideos solido e liquido (Sol/Liq) como variaveis
independentes, enquanto as variaveis dependentes foram o tamanho hidrodindmico, indice de
polidisperséo, potencial zeta e eficiéncia de encapsulamento. O parametro de sonicagéo foi fixado
em 10 minutos e poténcia de 40% de amplitude, baseado no DOE anterior, considerando também
que poténcias muito altas podem elevar os choques entre as particulas, favorecendo a instabilidade
e diminuicdo da eficiéncia de encapsulacdo. Esses critérios foram utilizados em planejamento
experimental do tipo composto central, com dois fatores, em dois niveis e trés repeti¢cbes do ponto
central, o que gerou um total de 13 experimentos, cujo desenho experimental e os resultados estéo

expostos na Tabela 7.

Tabela 7 - Matriz do planejamento experimental feito com Dynasan118 mostrando as variaveis dependentes

e independentes.

TAM PZ
AMOSTRA| %LIP | S/L (nm) PDI | (mV) |EE (%)
1 6,00 | 6500 | 66,73 | 0,094 | -1040 | 78,30
2 800 | 6500 | 6499 | 0171 | -12,20 | 2231
3 600 | 7500 | 6809 | 0151 | -7,09 | 53,97
4 800 | 7500 | 156,20 | 0817 | -855 | 4845
5 559 | 70,00 | 5399 | 0,105 | -7,47 | 75,05
6 841 | 70,00 | 116,60 | 0,371 | -11,30 | 49,90
7 700 | 62,93 | 5959 | 0121 | -659 | 60,17
8 700 | 77,07 | 7337 | 0204 | -7,80 | 33,19
9 700 | 70,00 | 6905 | 0157 | -839 | 8531
10 700 | 7000 | 6093 | 0100 | -745 | 75,05
11 700 | 70,00 | 6695 | 0163 | -6,08 | 81,87
12 700 | 70,00 | 9697 | 0,369 | -8,09 | 83,02
13 700 | 70,00 | 6835 | 0,151 | -7,55 | 77,30
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Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulacéo total; S/L = proporcéo de lipideo sélido e liquido

dentro do total de lipideos; Tam. = Tamanho (didmetro médio); PZ = potencial zeta; EE = eficiéncia de

encapsulamento.

E possivel observar na tabela que os resultados mostram a obtenc&o de CLN com didmetro
médio variando de 53,99 nm a 156,2 nm, PdI entre 0,094 e 0,817, potencial zeta entre -6,08 e -12,2

e eficiéncia de encapsulamento entre 22,309% e 85,309%. As formulagOes apresentaram-se

liquidas, com aspecto transldcido condizente com os tamanhos encontrados, além de reflexo

azulado caracteristico de nanoparticulas. Considerando os parametros ideais para esse estudo ja
mencionados, todas as amostras desse experimento apresentaram resultados adequado em relacao
ao didmetro, exceto as amostras 4, 6 e 12, que apresentaram um Pdl acima do recomendado. O

potencial zeta sofreu variacdo, com valores muito abaixo do considerado ideal, mas sua

estabilidade pode ser considerada devido ao uso do tensoativo polietoxilado, que confere

estabilidade estérica. O modelo mostrou-se ajustado para as variaveis avaliadas. Os gréaficos de

Pareto obtidos para esse planejamento estdo dispostos nas Figuras 13, 14, 15 e 16, onde é possivel

visualizar os pardmetros de maior magnitude e significativos nas varidveis independentes testadas.

Figura 13 - Gréfico de Pareto para avaliacdo da varidvel de potencial zeta no planejamento experimental.

Lip%(Q)

(1)Lip%(L)

(2)S/L(L)

S/L(Q)

Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados

Pz

J‘as?zoeﬁ

- 471758

1912383

2,087571

. -3,45082

p=05

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulagdo total; S/L = proporgdo de

lipideo solido e liquido; Pot= poténcia de sonicacdo; Temp= tempo de sonicagao



Gréfico 14 - Grafico de Pareto para avaliagdo da variavel de PdI no planejamento experimental.

(1)Lip%i(L)

(@)SIL(L)
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Fonte: dados da pesquisa. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulacéo total; S/L = proporcdo de

lipideo sélido e liquido;

Gréfico 15 - Gréfico de Pareto para avaliagdo da variavel de tamanho (didmetro médio) no planejamento

(1)Lip%(L)

(2)8IL(L)

Lip%(Q)

s/L@Q)

experimental.

Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados
Tamanho

I1,817764

,0550412

4,3933224

p=,05

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: Lip% = quantidade de lipideo na formulag&o total; S/L = proporg¢do de

lipideo sélido e liquido;
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Gréfico 16 - Gréafico de Pareto para avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento no planejamento
experimental.

Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados
EE

SIL(Q) ..11,1533
(1)Lip%(L) -8,12784
Lip%(Q) -6,22988
1e2 5,975955
(2)S/L(L) -3,04401
p=,05

Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulacéo total; S/L= proporcéo de lipideo solido e liquido; EE =

eficiéncia de encapsulamento. Fonte: autoria prépria

Como mostram os graficos acima, as varidveis que tiveram efeito significativo para o
tamanho e para o Pdl foram, na ordem, a quantidade de lipideos total (%L.ip), a proporc¢éo de lipidio
solido/lipidio liquido (S/L) e a interacdo desses dois fatores, sendo todos com efeito positivo em
ambas as varidveis. Para a eficiéncia de encapsulamento, todas as variaveis tiveram efeito
significativo, inclusive as interacdes lineares e as quadraticas. A ordem de maior significancia foi
a quadratica da proporcédo de lipidio solido/lipidio liquido (S/L), a quantidade de lipideos total
(%Lip) linear e quadrética, todas com efeito negativo, a interacdo entre %Lip e S/L com efeito
positivo, além da S/L com efeito negativo. As interagdes quadraticas significam que a relacdo entre
as variaveis possui influéncia significativa de forma néo linear, ou seja, ndo € uniforme (Forlogic,
2016). Logo, um aumento dos fatores S/L, %L.ip isolados levam a diminuic¢éo da EE, enquanto o
aumento da interacdo dos fatores leva ao aumento da EE. No caso do potencial zeta, apenas a
quantidade de lipideos total (%Lip) teve efeito significativo negativo (tanto linear quanto da sua
quadrética), ou seja, a diminuic¢do da %L.ip causara um aumento do PZ. Portanto, como as variaveis
influenciaram de forma diferentes as respostas, foi necessario encontrar uma regido 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 17). No que tange a eficiéncia de encapsulamento, uma maior
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proporcédo de lipideo liquido pode reduzir a cristalinidade da matriz e dificultar a solidificagéo,
facilitando que o farmaco escape da nanoparticula. Por isso, alguns estudos mostram uma maior
quantidade de lipideo sélido favorecendo maior encapsulamento de farmacos e manutencdo do
mesmo (Cavalcanti et al., 2018; Dara et al., 2019; Ghadiri et al., 2012; Ghasemian et al., 2017;
Khezri et al., 2020; Liu et al., 2014; Rostamkalei et al., 2019; Shah et al., 2012; Shtay et al., 2019;
Varshosaz; Tabbakhian; Mohammadi, 2010; Zhao et al., 2014).

Figura 17 - Grafico de superficie resposta para a variavel diametro (A), eficiéncia de encapsulamento (B) e PdlI (C)

em relacdo aos efeitos significativos do planejamento experimental contendo o farmaco.
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No gréfico A é possivel visualizar que os melhores tamanhos estdo presentes na regido
verde escura, que corresponde a propor¢do S/L acima de 70% de lipideo solido e quantidade de
lipideo total acima de 7%. Os mesmos valores podem ser observados para o Pdl no grafico C. Ja
no grafico B, observa-se que as melhores EE estdo nas regides relacionadas as proporg¢des Sol/Liq
abaixo de 72% de lipideo solido e quantidade total de lipideo abaixo de 8%. Esses resultados
apontam para as amostras 1, 2, 5, 7, 9, 10, 11, 12, 13 como as melhores do ensaio e, como as
amostras de 9 a 13 sdo repeticdes do experimento, apenas 5 amostras (1, 2, 5, 7 e 9) foram
consideradas como as formulagOes ideais apara a obtencdo dos CLN. Considerando, entre estas,
que todas possuem tamanhos 6timos para a finalidade do estudo, Pdl dentro da faixa de baixa
dispersdo e que o potencial zeta variou sem influéncia das variaveis testadas, a escolha da melhor
formulacdo foi feita baseada na eficiéncia de encapsulamento, uma vez que seus valores
determinam a forma de liberacdo do IFA da matriz lipidica, além da quantidade total de farmaco
na formulagdo. Nesse contexto, o ponto médio/central dos fatores avaliados foram selecionados,
onde as amostras de repeticdo (9 a 13) foram definidas como a melhor formulagédo para obtencéo
das nanoparticulas que continuam no estudo, as quais correspondem a 7% de lipideos totais e 70%
de S/L. Portanto, através do DOE foi possivel conhecer as variaveis e niveis ideais para obtencéo
do CLN com as melhores caracteristicas e escolher a composi¢édo do melhor CLN que continuou o
estudo.
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5.3 Caracterizacdo dos Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (CLN)

5.3.1 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

A Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é extremamente importante para avaliar a
compatibilidade de sistemas de liberacdo de farmacos, detectando interacdes fisicas e quimicas
entre os componentes do nanocarreador, através da analise das transi¢des térmicas, como fuséo e
termodecomposicdo, além de auxiliar na avaliagdo da cristalinidade da matriz lipidica do CLN.
(Mura et al., 1998). Para 0 Alkest®CSO 300 e Span® 80, ndo foram observados eventos em suas
analises isoladas, visto que sdo substancias liquidas com eventos de decomposicao acima de 290

°C.

Figura 18 — Curva de DSC das substancias isoladas, mistura fisica e nanoparticulas
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Legenda: CLNGa = nanoparticula com o farmaco; CLNBr = nanoparticula sem o farmaco; MF = mistura fisica;
Span = tensoativo; PEG30 = tensoativo; GaN = nitrato de galio; MIG = miglyol; Dyn118 = Dynasan118.

Fonte: autoria propria

O grafico DSC do Dynasan® 118, possui apenas um pico referente ao seu ponto de fusédo
(em torno de 73,86°C com entalpia -199,14 J/g), conforme preconiza a literatura. Nao foi possivel
detectar o ponto de fusdo do lipideo liquido a temperatura ambiente, 0 Miglyol® 812 (-5°C), visto
que a faixa utilizada no método ¢ equivalente a 25 °C - 300 °C. O inicio do evento exotérmico pode
ser referente a decomposicdo do Miglyol® 812 e é observado préximo a temperatura de 290°C.

Para o composto isolado do nitrato de galio, observa-se um evento de natureza endotérmica com
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pico em torno de 52°C (-123,29 J/g). Além disso, ap0s esse evento percebe-se 0 surgimento de
varios picos, sendo um indicativo da perda de agua de cristalizacdo do nitrato de galio.

Na mistura fisica contendo todos os componentes (MF), observa-se um evento em torno de
65°C, referente ao do pico de fusdo do Dynasan 118 e o nitrato de galio juntos. A diminuicdo do
pico e temperatura de fusdo do Dynasan é indicativo da sua solubilidade no lipideo liquido,
denotando também uma reducdo na sua cristalinidade. Além disso, nota-se o pico referente a perda
de agua da fase Al da nanoparticula. (Benival; Devarajan, 2012; Liu et al., 2014; Mirchandani;
Patravale; Brijesh, 2021; Saeedi et al., 2021). JA na nanoparticula branca, com todos o0s
componentes exceto o nitrato de galio, observa-se o deslocamento do ponto de fuséo do lipideo
solido.

No que tange a nanoparticula contendo o nitrato de galio, a analise do DSC é essencial para
avaliar o comportamento térmico e a cristalinidade das nanoparticulas, que desempenham um papel
crucial na previsdo da sua estabilidade fisica e consequentemente na capacidade de manter o
farmaco encapsulado (Horoiwa et al., 2019; Saeedi et al., 2021). Nao se observa o ponto do pico
de fusdo do farmaco (52°C), sendo indicativo do alto encapsulamento na matriz da CLN. Também
ndo € observado o pico da perda de agua de cristalizacdo do nitrato de galio, visto que 0 mesmo
encontra-se soltvel. Verifica-se que existe um pico pequeno e alargado, referente ao deslocamento
do ponto de fusdo do lipideo sélido, que pode ser justificado a estruturacdo da nanoparticula que
possui menor cristalinidade, alterando a faixa de fuséo e entalpia, que passa a ser equivalente a -
64,65 J/g. Essa reducdo da entalpia em comparacdo ao lipideo solido pode ser justificada pela
reducdo da cristalinidade devido a nanoestruturacdo. Além disso, componentes como agua, lipideos
liquidos e agentes surfactantes, podem causar altera¢fes na estrutura cristalina da amostra, levando
a uma diminui¢do na entalpia de fusdo (Basaran et al., 2010; Liu et al., 2017). Essa reducédo de
cristalinidade ¢ o ideal para melhor incorporacdo do farmaco e manutencdo do encapsulamento ao

longo do tempo.

5.3.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

O FTIR permite a identificacdo de grupos funcionais presentes nas moléculas,

determinando interagdes quimicas sdo possiveis, assim como reagdes indesejadas e degradacdes
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(Pavia et al., 2012; Kamnev et al., 2021). E uma ferramenta voltada para identificacio de
compostos organicos, pois e capaz de identificar diferentes ligacbes quimicas entre atomos pelas
deformacdes rotacionais e vibracionais, proporcionando uma certa dificuldade na visualizacéo de
sinais de amostras inorganicas devido a presenca de ligagdes fracas do tipo idnica (Skoog et al.,
2010). Diante desse fato, podem ser Uteis para corroborar os dados de DSC e confirmar a
incorporacdo do Nitrato de G&lio no CLN. Os espectros das amostras isoladas, da mistura fisica e
da nanoparticula sem o farmaco e com o farmaco sdo mostrados na Figura 19, na qual foram

destacadas as principais bandas relacionadas aos grupos funcionais dos lipideos em verde e do IFA
em vermelho.

Figura 19 - Espectro de infravermelho das substancias isoladas, mistura fisica e nanoparticulas.
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Legenda: GaN = nitrato de galio; Dyn118 = Dynasan118; MIG = miglyol; MF = mistura fisica total; NP =

nanoparticula sem o farmaco; NpGa = nanoparticula com o farmaco. Fonte: autoria propria

Os padroes de espectroscopia de infravermelho apresentados mostram bandas
caracteristicas esperadas para o nitrato de galio (GaN). As bandas em torno de 3450 cm™ e em
1630 cm?, estdo relacionadas com vibragdes de estiramento de grupos hidroxilas (Hou, 2010). A
banda observada proximo de 750 cm™ é similar a reportada por Hou et al. (2010) e por Escribano

e colaboradores (2005), que estudaram o Oxido de galio, correspondente as vibragGes entre as
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ligagGes Ga-O-Ga, enquanto a banda em aproximadamente 1300 cm™ corresponde a vibragGes dos
nitratos.

No espectro do Dynasanl118, nota-se picos nas regides de 2920 cm™ e 2850 cm?,
caracteristicos dos lipideos, tais como os do estiramento dos grupos —CHs e —CHa, em 1740 cm™ e
dos seus dobramentos, em 1172 cm™ e 1110 cm? do estiramento de C=O das carbonilas
caracteristicas de ésteres, em 1465 cm™ e 1380 cm™, do estiramento C-O de ésteres, e em 721 cm’
! de dobramento de grupos CH. de cadeias longas. Também apresentam 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 regifo de 3400 cm™, uma vez que se refere a um triglicerideo e ndo
possui grupos OH livres. O Miglyol apresentou espectro semelhante, com picos caracteristicos de
triglicerideos (de Souza, 2022; Sales, 2023).

Na mistura fisica, foram observados os picos encontrados nos demais componentes isolados
sem deslocamentos ou surgimento de novos picos de absorcao, nota-se apenas uma diminui¢do na
intensidade dos picos, especialmente na faixa de 3450 cm™ e em 1630 cm?, referentes a vibragdes
de estiramento de grupos hidroxilas e do nitrato do composto do nitrato de galio.

Os espectros das nanoparticulas com e sem o farmaco se mostraram bem semelhantes, com
predominancia de picos caracteristicos dos lipideos. Esse fato pode ser devido a eficiéncia de
encapsulamento, onde sinais do galio ficaram bem reduzidos, ndo sendo possivel identifica-los
(Paiva, 2008). N&o foram encontrados deslocamentos bruscos de bandas de absor¢do ou novos
picos. Baseados nesses resultados, foi possivel verificar apenas alteracdo com indicios de
solubilizacdo entre os componentes (Chadha; Bhandari, 2014; Pani et al.,, 2012; Rojek;
Wesolowski, 2019). Nesse caso, trata-se de uma interacdo que pode favorecer a formacéo de

nanoparticulas com maiores concentracdes de farmaco.

5.3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo (MET) permitiu a visualizagdo direta
dos CLN, com e sem farmaco, revelando informac6es sobre sua forma, tamanho. O resultado do
MET do CLNGa (contendo o farmaco) pode ser observado na figura 20. Na analise do CLNGa, foi
possivel observar que as nanoparticulas apresentavam uma morfologia esférica, sugerindo uma alta
eficiéncia no processo de emulsificacdo e formagdo dos nanocarreadores. As imagens de MET

exibiram particulas com tamanhos inferiores a 100 nm, confirmando os resultados obtidos pelo
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DLS desta mesma formulacdo. O MET do CLNGa mostra particulas mais escuras em comparagdo
com o MET do CLNBr (sem farmaco), isso pode ser atribuido ao fA&rmaco, que possui um metal na
molécula e pode gerar maior contraste na microscopia. A figura 21 mostra o0 CLNs sem o farmaco,
com a mesma composi¢do da formulacdo selecionada, a fim de permitir a comparagdo das
estruturas. Conforme pode ser observado, o CLNBr também possui tamanhos inferiores a 100 nm
e morfologia esférica, com menor contraste. Com isso, a analise dos resultados de microscopia
eletrobnica de nanocarreadores lipidicos proporcionou uma compreensdo mais profunda da
morfologia, tamanho e estrutura interna desses sistemas. Essa compreensdo € essencial para

orientar o desenvolvimento e a otimizagdo desses nanocarreadores.

Figura 20 — Morfologia dos CLN obtidas por MET do CLNGa

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 21 - Microfotografias obtidas por MET do CLNBr (sem o farmaco)
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.4 Estabilidade de Armazenamento

5.4.1 Aspecto macroscopico

As formulacdes apresentaram caracteristicas organolépticas semelhantes as iniciais durante
o0 decorrer do estudo de estabilidade (90 dias). Mantiveram um aspecto translicido com reflexo

azulado caracteristico de nanoparticulas, com auséncia de grumos e de cremeacao.

5.4.2 Determinacdo do pH

O pH também é considerado um pardmetro essencial para avaliar a estabilidade, pois
alteragBes nos seus valores podem indicar hidrdlise ou oxidacdo dos lipideos existentes na
formulacdo, gerando acidos graxos livres que diminuem o pH, impactando na solubilidade e
degradacdo do IFA (Khanum; Thevanayagam, 2017; Lball; Bajaj; Whitehead, 2017; Li et al., 2013;
Muramatsu et al., 2022).

Na tabela abaixo, é possivel verificar que o CLNBr apresentou variacdo significativa a
partir do dia 30, enquanto o CLNGa apresentou a partir do dia 60, porém com minima variacao,
demonstrando a estabilidade do pH das amostras, sendo um indicativo de que os lipideos
permaneceram com as caracteristicas estaveis na formulacéo. Vale ressaltar que para o preparo da

nanoparticula com o farmaco, a solucgéo do nitrato de galio ndo teve seu pH corrigido, apresentando
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assim um carater muito acido (pH ~3,0), devido a formacéao de &cido nitroso. Assim, como ficou
verificado o carater fortemente &cido no CLNGa, sera necessario corrigir o pH do farmaco para a

obtencdo do CLN, visando o pH adequado para aplicacao cutanea e para demais ensaios in vitro.

Tabela 8 — Valores encontrados de pH para CLNBr (sem farmaco) e CLNGa (com farmaco).

DIAS CLNBr CLNGa

PP 5,67 + 0,02 2,7%0,05

15D 5,59 + 0,04 2,73+ 0,03

30D 6,03+ 0,07% | 2,73+0,04

60D | 6,06+0,052 | 2,96 +0,07°

90D | 6,06+0,052 | 2,98+ 0,08°

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: letras sobrescritas iguais na mesma coluna representam diferenca significativa

em relacdo ao pos-preparo.

5.4.3 Caracteristicas fisico-quimicas

O ensaio foi realizado com o intuito de verificar alteracdes nas propriedades fisico-quimicas
dos carreadores lipidicos nanoestruturados e, para isso, foram determinados os valores do tamanho
hidrodinamico médio, potencial zeta, Pdl, pH e também a eficiéncia de encapsulamento. Diversos
fatores corroboram para a interferéncia nessas caracteristicas fisico-quimicas mencionadas, sendo
os principais deles a composicao e a forma de armazenamento, responsaveis pela manutencéo das
caracteristicas de formulacGes estaveis, ou seja, com homogeneidade das caracteristicas fisico-
quimicas (Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2021; Shah, 2014; Zhao et al., 2020).

No que diz respeito ao nanocarreador sem o farmaco (CLNBr), as variacGes de tamanho
foram significativas apenas no dia 15, porém com variagdo minima, sendo no pos preparo
equivalente a 61,5 nm e no dia 90 equivalente a 61,88 nm. O potencial zeta variou de -1,41 mV a
-0,869 mV. Esse valor pode ser justificado devido a oxidacdo da cubeta utilizada na anélise. Ja o
valor do PdI teve um aumento significativo e consideravel desde o dia 15 até o final do estudo,
saindo de 0,105 para 0,228, podendo ser um indicativo de maior chance de agregacéo ou floculagéo
com o passar do tempo. O potencial zeta também pode servir como um indicativo de instabilidade,
visto que esta relacionado com a barreira eletrostatica existente entre as particulas que causam

repulsdo em possiveis chogques durante 0 movimento Browniano. O valor considerado ideal para
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manter essa repulsio eletrostatica é de > | 30 | mV. E importante ressaltar que a escolha do
tensoativo também é crucial para a repulsdo das particulas, visto que tensoativos ndo-ibnicos
polietoxilados formam uma camada interfacial, causando impedimento estérico e contribuindo
positivamente para a repulsdo das particulas e, consequentemente, a estabilidade (Bhattacharjee,
2016; Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2021; Kovacevic et al., 2011).

Diante dos resultados, o Pdl no decorrer dos 90 dias analisados ainda é considerado de
baixa polidisperséo (Pdl <0,300), mas a varia¢do ocorrida no tempo de ensaio pode indicar inicio
de instabilidade (Bhattacharjee, 2016; Shah,2014; Yang et al., 2014; Zhao et al., 2020).

Figura 22 - Grafico das variagdes de tamanho hidrodindmico, Pdl e potencial zeta do CLNBr armazenado

em condigdes de refrigeragdo.
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Legenda: Tam = tamanho; PZ = potencial zeta; Pdl = indice de polidispersdo. *p<0,05 e ***p<0,001 em relacdo ao

pOs-preparo

No que diz respeito ao nanocarreador com o farmaco (CLNGa), as varia¢fes de tamanho
foram significativas, porém com diminuicdo de tamanho, sendo no pos preparo equivalente a 58,82
nm e no dia 90 equivalente a 46,52 nm. O motivo do tamanho ser significativamente maior
inicialmente pode estar relacionado a alguns fatores, sendo eles: ap6s o preparo, as nanoparticulas
podem estar propensas a se aglomerarem ou agregarem devido as forcas de Van der Waals ou
outras interacOes interparticulares. Essas aglomeracGes podem inicialmente resultar em um
aumento aparente no tamanho das particulas. Com o tempo, se as condi¢6es forem favoraveis, essas
aglomeragOes podem se desfazer, levando a uma redugéo no tamanho aparente (Souto, 2012).

Também pode estar relacionada com reorganizacdes estruturais ao longo do tempo, resultando em
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uma diminuicdo do tamanho médio (Schaffazick, 2003) ou com altera¢des na disperséo, onde as
particulas podem estar bem dispersas inicialmente, sendo medidas como particulas maiores e, com

o decorrer do tempo, se a dispersdo melhorar, o tamanho aparente pode diminuir (Ferreira, 2009).

Figura 23 - Grafico das variacfes de tamanho hidrodinamico, Pdl e potencial zeta do CLNGa armazenado

em condi¢des de refrigeracéo.
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Legenda: Tam = tamanho; PZ = potencial zeta; Pdl = indice de polidispersdo. *p<0,05 e ***p<0,001 em relacéo ao
pOs-preparo.

O potencial zeta variou de -12,62 a -12,43, sem significancia. Como citado acima, o valor
considerado ideal para manter essa repulsdo eletrostatica é de >| 30 | mV porém, mesmo com 0S
resultados apresentados abaixo de 30 mV, as formulacdes apresentaram boas caracteristicas de
estabilidade, podendo ser justificado pelo uso do tensoativo com grande estabilidade estérica
(Bhattacharjee, 2016; Gordillo-Galeano; Mora-Huertas, 2021; Kovacevic et al., 2011). O valor do
Pdl também se manteve sem variacdo estatisticamente significativa, sendo equivalente a 0,126 no
pos-preparo e 0,129 no dia 90. O Pdl das nanoparticulas contendo o nitrato de galio no decorrer
dos 90 dias analisados também foi considerado de baixa polidispersdo (Pdl < 0,300), garantindo a
qualidade e a homogeneidade do sistema, demonstrado pela manutencdo dos valores ao longo do
tempo (Bhattacharjee, 2016; Shah,2014; Yang et al., 2014; Zhao et al., 2020).

Com base nos resultados acima citados, observa-se que a nanoparticula contendo o nitrato
de galio apresentou melhores valores para as variaveis de tamanho, Pdl e potencial zeta, bem como

sua manuten¢do, sendo um indicativo de que o nitrato de galio influéncia positivamente na
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estabilidade da formulacdo. O teste ndo foi realizado em temperatura ambiente baseado em
resultados de estudos prévios do nosso grupo e da literatura, onde CLN armazenados em
temperatura ambiente possuem um aumento de energia cinética e da agitacdo de particulas,
elevando o numero de choques no movimento Browniano e favorecendo a agregacdo, assim como
afetam a microviscosidade garantida pelo tensoativo, possibilitando a fuséo das camadas do filme
de tensoativo existente entre as particulas e diminuem a eficiéncia de encapsulamento,
especialmente de farmacos hidrossollveis (devido a afinidade pela fase aquosa), pois facilitam a
conversdo dos lipideos para sua forma cristalina (Galvéo et al., 2016; Masiiwa; Gadaga, 2018;
Sandhu et al., 2021; Zhang; Kirsch, 2004).

A eficiéncia de encapsulamento também est4 relacionada com a estabilidade, pois diz
respeito a farmacocinética, onde rearranjos lipidicos para formas mais cristalinas (estaveis) podem
ocasionar a expulsdo do IFA e diminuir o encapsulamento o (Galvédo et al., 2016; Mehnert; Mader,
2012; Pathak; Keshri; Shah, 2011). Durante os intervalos do estudo, também foi analisada e
eficiéncia de encapsulamento da nanoparticula. O teste foi realizado em duplicata e 0s resultados

estdo expressos na Tabela abaixo através de uma média dos valores encontrados.

Tabela 9 — Valores encontrados para a eficiéncia de encapsulamento no decorrer do estudo de estabilidade.

Dias EE(%)

PP 86,729 + 0,909
15D 92,297 + 0,808?
30D 85,667 £ 1,234
60D 90,047 £ 0,982%
90D 83,126 + 1,053%

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: letras sobrescritas representam diferenca significativa em relagdo ao pos-preparo.

Através dos resultados, foi mostrado que as variacbes da EE do nitrato de galio na
nanoparticula contendo o farmaco (CLNGa) armazenada em refrigeracdo foram significativas, mas
com manutencdo de valores aceitaveis até 0 momento avaliado. O nitrato de galio (Ga(NOs)3) é
uma substancia iénica que é considerada hidrofilica. Os fons nitrato (NO*) presentes no nitrato de
gélio sdo altamente hidrofilicos devido a sua carga negativa e a natureza polar das ligacdes entre
atomos de oxigénio e nitrogénio. Assim, o nitrato de galio tende a se dissolver facilmente em agua
e interagir bem com moléculas polares. Ainda assim, houve manutengéo dos valores da EE. Outros

estudos com CLN contendo IFAs hidrofilicos também tém mostrado boa manutencdo do
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encapsulamento do farmaco (Banerjee et al., 2018; Kamboj; Verma, 2018; Kasongo; Mller;
Walker, 2012; Khezri et al., 2020; Tian et al., 2018), condizentes com os resultados encontrados
nesse estudo.

Portanto, considerando que a estabilidade € um ponto critico para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas, pois esta relacionada com a eficécia e a seguranca, os resultados obtidos

através de amostras mantidas em refrigeragdo foram considerados promissores.

5.5 Ensaio da membrana corio-alantoide (HET-CAM)

O ensaio da membrana corioalantoide do ovo de galinha fecundado (HET-CAM) é
considerado um ensaio de irritagdo in vitro, até o 10° dia de fecundagdo do ovo, tendo grande
aplicabilidade por ser de baixo custo, ser efetivo, e de rapida analise, quando comparada com outros
testes in vivo, tais como o teste Draizer do olho do coelho (BAGLEY; WATERS; KONG, 1994).
Inclusive, 0 HET-CAM tem sido propostos como uma alternativa in vitro para substituicdo do teste
do olho do coelho (FREIRE et al., 2015). O ensaio de HET-CAM permite se aferir o potencial de
irritacdo pela visualizacdo de efeitos agudos induzidos por uma substancia sobre 0s pequenos vasos
sanguineos e proteinas da membrana corioalantdide, uma vez que se assemelha a mucosa de
mamiferos (BAGLEY; WATERS; KONG, 1994; FREIRE et al., 2015). Contudo, o ensaio de HET-
CAM apresenta algumas limitacGes, como ndo ser possivel a realizagdo do teste quando a
substancia a ser avaliada apresenta alta viscosidade, ndo é solivel em solventes compativeis ao
teste, ou quando € muito opaca, ou de cor intensa, dificultando a visualizacdo da membrana
corioalant6ide (VARGAS et al., 2007; SAW; HENG; LIEW, 2008).

Como verificado na Figura 24, 0 CLNGa e a soluc¢do de nitrato de galio foram consideradas
como ndo irritantes, com Pl de 0,0, auséncia dos efeitos inflamatérios e vasculares de
vasoconstric¢do, hemorragia e coagulo, durante dos 5 minutos (300 segundos) de observacao. Ja o
CLNBr (sem o nitrato de galio) foi considerada como levemente irritante com Pl correspondente a
1,8, onde apresentou hemorragia (200 + 5,0 segundos). Esse resultado pode ser justificado pela
caracteristica antiinflamatdria do nitrato de galio, que também foi mantida quando encapsulado no
nanocarreador. Por outro lado, como esperado, o lauril sulfato de s6dio 1% (controle positivo para
irritacdo) apresentou Pl de 17,74+0,4, sendo visualizado vasoconstric¢do (6,0+1,0 segundos),
coagulo (63,0+3,0 segundos) e hemorragia (48+3,0 segundos), sendo classificado como irritante
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severo/grave. Assim, os resultados obtidos no teste de HET-CAM sugerem que as nanoparticulas
de nitrato de galio, quanto ao potencial de irritacdo, podem compor formulagdes antiinflamatérias
seguras para uso em humanos. Testes de citotoxicidade devem ser empregados para verificar a

seguranca das substancias quanto a toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Figura 24 - Determinac&o do potencial de irritacdo pelo ensaio da membrana corioalantoide do ovo de galinha

fecundado (HET-CAM) para os CLN, solugéo do galio e controles

Fonte: Dados da Pesquisa. Legenda: AO= Lauril sulfato de sodio 1% tempo zero; Al= Lauril sulfato de sodio 1%
tempo 300 segundos; BO= CLNBr tempo zero; B1= CLNBr tempo 300 segundos; CO= nitrato de galio tempo zero;
C1= nitrato de galio tempo 300 segundos; DO= CLNGa tempo zero; D1= CLNGa tempo 300 segundos;

5.6 Avaliacéo do efeito oclusivo

Atualmente, ja existem formulagBes contendo lipidicos nanoestruturados em sua
composi¢do, visando melhorar as caracteristicas de hidratacdo cutdnea. Como j& citado
anteriormente, isto é possivel porque os carreadores lipidicos formam um filme oclusivo que
dificulta a perda transepidermal de agua (Baumann, 2009; Conceicdo, 2014; Pardeike et al., 2009;
Ferreira, 2012).
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Quando espera-se obter uma forma farmacéutica semissélida, o efeito oclusivo é um
parametro importante para ser avaliado nas formulagdes. Esse efeito pode ser calculado pelo fator
de oclusdo que varia de 0-100%, sendo o efeito de 0% correspondente ao fato de ndo ocorrer
oclusdo (controle) e 100% a méaxima oclusdo (Souto; Muller, 2008; Ferreira, 2012). A Figura 25
apresenta os resultados obtidos do efeito oclusivo do controle (dgua), da solucdo de nitrato de galio
e do carreador lipidico nanoestruturado contendo nitrato de gélio. E possivel observar que mesmo
no menor tempo (6h), 0 CLNGa apresentou oclusédo superior ao controle e a solugdo do farmaco,
0 que indica que o CLN desenvolvido pode representar um efeito oclusivo da mesma ordem de
grandeza de sistemas da mesma natureza (lipidicos), conforme descrito na literatura (Conceicéo,
2014; Souto; Muller, 2008; Lacerda, 2009). Além disso, a oclusdo foi dependente do tempo. Vale
salientar também que o tamanho das particulas influéncia diretamente no carater oclusivo, pois
guanto menor o tamanho das particulas, maior é a barreira para a evaporacao, e quanto maior o
tamanho destas particulas, uma maior quantidade de &gua seré evaporado (Ferreira, 2012). O efeito
oclusivo evidenciou que os CLN possuem um caréater oclusivo até quando comparado a solucdo de
nitrato de galio, demonstrando seu potencial para incorporacdo em forma farmacéutica semissolida
(Ferreira, 2012).

Figura 25 — Potencial de Ocluséo das amostras de agua, da solucao de nitrato de galio e da nanoparticula
contendo o nitrato de gélio.
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Legenda: Agua 6h: 0% + 0,9, 8h: 5% + 0,69 e 12h: 10% = 0,45 de oclusio; Galio 6h: 35% + 0,06 , 8h: 40%
+ 0,06 e 12h: 58% + 0,017 de oclusdo; NPGa: 6h: 43% + 0,1, 8h: 48% + 0,23 e 12h: 61% + 0,02 de oclusdo. Todas
as amostras apresentaram diferenca significativas entre si, em todos os tempos (p<0,001).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos atraves do planejamento experimental se mostraram favoraveis para
0 desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados contendo nitrato de galio, visto que,
através da triagem realizada, foram obtidos CLN com caracteristicas fisico-quimicas para a
aplicacdo desejada. As técnicas de caracterizagdo comprovaram a incorporacdo do farmaco a
matriz da nanoparticula com caracteristica amorfizada, possibilitando um bom resultado de
eficiéncia de encapsulamento ndo sé ap0s o preparo, mas também ao longo do estudo de
estabilidade de 90 dias sob condicGes de refrigeracdo. Além disso, sua baixa irritabilidade
evidenciada pelo teste de HET-CAM, somado ao seu potencial de ocluséo, corrobora sua aplicacéo
para uma forma farmacéutica de uso cutaneo, possibilitando eficacia e seguranca. Ademais, o
tamanho, Pdl e potencial zeta encontrados mostraram que os CLN possuem potencial para uso em
infeccOes cuténeas, sendo o objetivo do presente trabalho. Estudos de permeacdo cutanea e

atividade antimicrobiana devem ser realizados para garantir sua viabilidade.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Repetir o estudo de estabilidade de 90 dias da amostra de CLNBr (sem o farmaco) para
reavaliar os valores encontrados no potencial zeta;

e Avaliar citotoxicidade e atividade microbioldgica in vitro das nanoparticulas;

e Realizar ensaios de cinética de liberacdo de permeacdo, mimetizando a administracao
cuténea das nanoparticulas;

e Desenvolver creme com as nanoparticulas lipidicas contendo nitrato de galio.
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