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RESUMO

A Deméncia de Alzheimer (DA) é considerada uma doenca neurodegenerativa
cronica, cuja etiologia ainda ndo é clara, mas estudiosos relatam a fisiopatologia
associada a resisténcia a insulina. Atualmente os tratamentos farmacologicos
utilizados para a DA nao sédo considerados modificadores da doenca, apenas
desaceleram a sua progressao. Neste contexto, o farmaco pioglitazona (PGZ), com
atividade hipoglicemiante para o tratamento da Diabetes Mellitus tipo Il, tem
demonstrado, em estudos recentes, potencial atividade modificadora contra a
deméncia de Alzheimer, entretanto, apresenta cardiotoxicicidade. Com o intuito de
utilizar a nanotecnologia farmacéutica para melhorar a eficiéncia e reduzir a toxicidade
da PGZ, o presente estudo teve como objetivo desenvolver nanoparticulas revestidas
com Zeina contendo pioglitazona, com atividade descrita na literatura contra a
deménciade Alzheimer. Inicialmente, foi realizado o planejamento fatorial Box-
Behnken a fim de otimizar a formulacdo com a variagcdo de dois parametros: a
propor¢cdo zeinallisina e o volume da fase aquosa. As NPs obtidas foram
caracterizadas em relacdo ao diametro, indice de polidispersao, potencial zeta e taxa
de encapsulacédo da PGZ. A formulagcédo contendo PGZ (PGZ-ZNP) selecionada pela
analise fatorial, apresentou as seguintes caracteristicas fisico-quimicas: diametro
médio de particulas de 200,6 £ 1,4 nm com indice de polidispersao (PDI) de 0,102;
potencial zeta de -45,5 + 3,2 mV e taxa de encapsulacdo do farmaco de 103,84 + 28
%. Posteriormente, as NPs foram analisadas através das técnicas de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)
e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). As referidas andlises comprovam a
formacdo das nanoparticulas e sugerirem a encapsulacdo da PGZ. PGZ-ZNP
manteve suas caracteristicas iniciais apds 12 meses de armazenamento a 4°C na

forma liofilizada.

Palavras-Chaves: Doenca de Alzheimer; Nanoparticulas; Pioglitazona; Zeina.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is considered a chronic neurodegenerative disease, it is still
unclear, but whose analysis is related to the pathophysiology associated with insulin
resistance. Currently, the pharmacological treatments used for AD are not considered
disease-modified, they only slow down its progression. In this, the drug pioglitazone
(PGZ), with hypoglycemic activity for the treatment of Type Il Diabetes Mellitus, has
demonstrated, in recent studies, a potential modifying activity against Alzheimer's
dementia, however, it presents cardiotoxicity in the context. In order to use a
pharmaceutical nanotechnology to improve the efficiency and reduce the toxicity of
PGZ, the present study aimed to develop Zein-corrected nanoparticles containing
pioglitazone, with activity described in the literature against Alzheimer's dementia. In
the aqueous phase, a Box-Bebe factorial design was carried out for the end of the
optimization, considering a configuration of two parameters: the zein/lysine ratio and
the volume of the phase initially. The NPs at dispersion index were encapsulated in
relation to zeta potential and delivery rate. A) of particles containing PGZ (PG-ZNP)
selected by factor analysis, presented as the following physical-chemical
characteristics of diameter: average patrticle size of 200.6 £ 1.4 nm with polydispersion
index (PDI 0.102; zeta potential of - 45.5 £ 3.2 mV and drug encapsulation rate of
103.84 + 28%. Subsequently, as NPs were made using Scanning Electronic Micro
Transform (SEM), Fourier Infrared (FT-IR) and Differential Scanning Calorimetry
(DSC) The aforementioned evidence of proof of nanoparticles and the formation of
said nanoparticles of PGZ PGZ-ZNP maintained its initial characteristics after 12

months of storage at 4°C in lyophilized form.

Keywords: Alzheimer's; Nanopatrticles; Pioglitazone; Zein
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de doencas crénicas neurodegenerativas tende a aumentar com o
envelhecimento populacional e estas representam hoje um dos maiores fardos
econbmicos para 0s servicos de saude e para sociedade em geral, pois requerem um
manejo clinico de longo prazo e de alto custo. As doencas neurodegenerativas levam
a um declinio progressivo da funcdo cognitiva do paciente e a perda de estrutura
neuronal, incapacitando o0s pacientes de exercerem suas atividades sociais e
produtivas (MATHEW et al.,, 2012; PERNECZKY et al.,, 2019). A deméncia de
Alzheimer (DA), dentre as doencgas cronicas neurodegenerativas,é considerada a
principal causa de deméncia e apresenta alta incidéncia apos os 65 anos podendo
dobrar a cada cinco anos, estima-se que a cada ano 1125/100.000 individuos séo
acometidos pela doenca. No entanto, os tratamentos hoje disponiveis comercialmente
para a DA, dentre eles os farmacos donepezil, galantamina, memantina e rivastigmina,
todos aprovados pelo Food and Drugs Administration (FDA), ndo sdo considerados
farmacos modificadores da doenca, apenas lentificam sua progressdo e seus
sintomas em curto prazo (FOLCH et al., 2018; THOE, et al., 2021).

Dentre as vertentes de pesquisa para o tratamento do Alzheimer, estudos
sugerem que essa patologia pode estar associada com a resisténcia e anormalidades
da insulina, uma vez que tal hormdnio pode interferir na fisiopatologia e nos sintomas
da DA. Assim sendo, a diabetes do tipo 2 pode aumentar a chance de
desenvolvimento desse disturbio cognitivo (POMYTKIN et al., 2018). O farmaco
pioglitazona é um agonista do receptor ativado por proliferadores de peroxissomas
(PPAR) e é utilizado clinicamente para controlar a glicemia em pacientes que possuem
a diabetes tipo 2, além de atuar na regulacdo da expresséo de enzimas responsaveis
pelo metabolismo lipidico (SATO et al., 2011). O receptor PPAR guando esta ativado
auxilia na supressao da resposta inflamatéria e influi diretamente no aumento da
sensibilizacdo dos 6rgdos da periferia a insulina. Essa acdo da pioglitazona sob os
receptores a torna potencial terapia para a DA (TUMMINIA et al., 2018). No entanto,
0 uso da pioglitazona apresenta efeitos colaterais que podem aumentar o risco de

insuficiéncia cardiaca congestiva e também esta associada ao desenvolvimento de
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tumores na bexiga e, portanto, foi retirada dos mercados em muitos paises (CANCHI
et al., 2017).

Atualmente como alternativa para a melhoria da biodisponibilidade, diminuicao
dos efeitos colaterais e melhora da eficacia deste composto, a utilizacdo da
nanotecnologia tem se mostrado vidvel e vantajosa, com a encapsulacdo da
pioglitazona em nanocarreadores capazes de atravessar a barreira hematoencefélica
e aumentar a biodisponibilidade de farmacos com acao neurolégica, promovendo sua
entrega em locais de acao especificos (WEN et al., 2017). Os agentes terapéuticos
com atividade no sistema nervoso central (SNC) apresentam limitagcbes que
impossibilitam a sua atuacédo de maneira eficaz, pois precisam atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) area com baixa permeabilidade. A BHE permite a travessia
apenas de algumas moléculas, assim sistemas de entregas baseado em
nanotecnologia apresentam uma alternativa promissora o transporte eficiente de
drogas para a matriz cerebral (HSU, et al., 2021).

Neste sentido, a nanotecnologia farmacéutica por meio dos nanocarreadores
podem prolongar a acéo do farmaco e melhorar a sua biocompatiblidade apartir da
utilizacdo dos sistemas de liberacdo de farmacos como nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas lipidicas sélidas, lipossomas e nanoemussoes, que oferecem protecéo
a degradacdo enzimatica, modulacdo farmacocinética e diminuicdo dos efeitos
colaterais (HAJLEH et al., 2021; KHURANA et al., 2021).

Os nanocarreadores podem ser produzidos a partir dos polimeros
biodegradaveis, polissacarideos, lipideos e proteinas. Atualmente a zeina vem sendo
utilizada na producdo de nanoparticulas, pois apresenta grande potencial de
encapsulacéo (LUCIO et al., 2017). A zeina é uma proteina vegetal presente no milho
com caracteristicas moleculares anfifilicas. A nanoparticula de zeina apresenta
particula esférica, ndo toxica e biodegradavel, sendo amplamente utilizada na
industria. Os sistemas a base de proteina permitem a modulacdo de sua carga de
superficie e maior interacdo com as membranas (PAULUK et al., 2019). A zeina é
facilmente transformada em nanoparticulas coloidais esféricas e devido a sua alta
capacidade de revestimento tem sido utilizada como sistemas de liberacdo de
enzimas, famacos e 6leos essenciais (PASCOLI; DE LIMA; FRACETO, 2018). Sendo
também promissora para o fornecimento de diversos bioativos demonstrando um

futuro com ampla aplicacdes na industria (YUAN et al., 2022). As nanoparticulas de
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zeina apresentam diversas vantagens além de alta probabilidade de producéo
industrial em larga escala (LI et al., 2019).

A nanotecnologia farmacéutica ganhou notoriedade na ciéncia, pois 0s
nanocarreadores séo sistemas que podem ser desenvolvidos para direcionamento de
farmacos a sitios especificos. A nanoencapsulacdo pode promover diminuicdo da
toxicidade e aumentar a biodisponibilidade do farmaco (SHINDE et. al., 2020). Nesse
sentido, sdo sistemas que podem contribuir para a eficacia terapéutica. Portanto, no
presente estudo foram formuladas nanoparticulas de zeina contendo pioglitazona
encapsulada, foram realizadas as caracterizacdes fisico-quimicas e andlise da

estabilidade das nanoparticulas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Deméncia € uma sindrome clinica caracterizada por declinio progressivo em
dois ou mais dominios cognitivos, incluindo memaria, linguagem, funcao executiva,
visual e espacial, personalidade e comportamento, que causa perda de habilidades
para realizar atividades instrumentais e/ou béasicas da vida diaria (CROUS-BOU et al.,
2017). Acredita-se que as deméncias acometem cerca de 2 milhdes de pessoas no
Brasil, sendo que cerca de 40-60% delas séo DA (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
GERIATRIA E GERONTOLOGIA, 2019).

A Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa incuravel prevalente na velhice,
ela foi descrita pela primeira vez em 1907 por Alois Alzheimer, porém a ciéncia ainda
nao conseguiu desenvolver um tratamento modificador da doengca (ZHOU et al.,
2021). Segundo a Alzheimer's Association Report (2015), 13% das pessoas com mais
de 65 anos sofrem com a Doenca de Alzheimer (DA) nos paises desenvolvidos, onde
€ a quinta causa de morte em pacientes nessa idade.

Atualmente a doenca de Alzheimer € considerada a causa mais comum de
deméncia, sendo responsavel por 60 a 70% dos casos de deméncia em todo o mundo
e afeta aproximadamente cerca de 10% das pessoas acima de 65 anos e 32%
pessoas acima de 85 anos (LENG; EDISON, 2021). Estima-se haver mais de 50
milhdes de pessoas com deméncia ho mundo, este nimero praticamente ira dobrar a
cada 20 anos, chegando a 74,7 milh6es em 2030 e a 152 milhdes em 2050, estima-
se gque a cada 3,2 segundos, um novo caso de deméncia € detectado no mundo e a
previsao € de que em 2050, havera um novo caso a cada 1 segundo (ALZHEIMER’S
DISEASE INTERNATIONAL, 2022).

Knopman e colaboradores (2021) relatam que a educacédo socioecondémica e
mudancas no estilo de vida contribuem para reducdo da deméncia, fato este
observado entre os anos 2000 e 2010 com incidéncia de 2,2 em um grupo de 100
pessoas em comparag¢ao aos anos de 1970-1980 com icidéncia de 3,6 em um grupo
de 100 pessoas. A educacao e uma maior escolaridade podem contribuir na reducéo
da deméncia.

No Brasil, existe uma escassez sobre a precisdo do nimero de pessoas com
DA devido ao numero de casos em que ha dificuldades no diagnéstico, em um estudo

de ambito nacional os casos de deméncia no pais variaram de 5,1 a 17,5% em idosos
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com 60 anos ou mais (BOFF; SEKYIA; BOTTINO, 2011). Em 2016 o Brasil ocupou a
segunda colocacéo no mundo emrelacéo a prevaléncia de deméncia por idade, sendo
a DA responséavel por 70% dos casos. Os caos de Obitos por deméncia entre 2007 e
2017 apresentou aumento de 55,5% o0s numeros sdo maiores do que os Obitos
ocaiosados por cancer de mama, préstata e figado (FETER, et al., 2021).

A etiologia do Alzheimer ainda ndo esta totalmente esclarecida, porém é
provavel que fatores genéticos e ambientais estejam envolvidos (BIANCHI;
HERRERA; LAURA, 2021). Zhang e colaboradores (2022) relatam que os fatores de
riscos como doencas cerebrovasculares, obesidade e diabetes sao fatores
contribuintes para o desenvolvimento da perda cognitiva. Assim, a diabetes mellitus
tipo Il e a resisténcia a insulina sdo importantes fatores associados a DA.

Atualmente estudos demonstram a associacao da Rl na DA com evidéncias de
sua ligacdo direta com 0s mecanimos que envolvem o aparecimento das placas
amiloide-B. Assim, a diabetes mellitus tipo 2 contribui para a deficiéncia cognitiva por
meio das vias cerebrovasculares e neurodegenerativas aceleradas via hiperglicemia
e hiperinsulinemia, bem como contribui para aumento do estresse oxidativo e
inflamacéo (SAMARAS et al., 2020).

Além disso, o desequilibrio entre diversos neurotransmissores e as deficiéncias
cognitivas sdo resultados da destruicdo neuronal de maneira progressiva. A
fisiopatologia da DA € amplamente discutida pela comunidade cientifica, que
descrevem duas hipoteses a respeito dessa neuropatologia, a hipotese amildide e a
proteina Tau (YIANNOPOULOU et al., 2019). Assim, a hipotese amiléide é
caracterizada pelo acumulo de placas amiloide-B (AB) e a proteina tau resulta nos
emaranhados neurofibrilares de tau fosforilada, ambos na regido do cérebro
ocasionando a neurodegeneracdo e comprometimendo cognitvo (MOSCOSO, et al.,
2021).

Kulenkampff e colaboradores (2021) relatam que a nivel molecular € possivel
observar que a doenca inicia no momento que ocorre o desdobramento incorreto de
proteinas, que resultam na formacdo de agregados desordenados. No caso da DA
ocorre a deposicéo de peptideos amiléide-p e os emaranhados de proteina tau.

A hipotese amiléide é apoiada pelas mutacbes que ocorrem nos genes
codificadores da Proteina Precussora Amiléide (APP) e das presenilinas. A APP é

clivada pelas enzimas B- e y-secretase, sendo as presenilinas parte do processo de
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clivagem realizado pela [-secretase, ou seja, essencial na formacdo das placas
amiléide-pB. A B-secretase cliva a APP e posteriomente é liberado um fragmento C-
terminal C 99, o fragmento sera clivado pela y-secretase que dard origem a AB no
cérebro (COMPAGNONI et al., 2020; WANG et. Al., 2019).

2.1.1 Tratamento do Alzheimer

Os medicamentos atualmente aprovados pela FDA para o tratamento de
deficiéncias cognitivas na DA sédo baseados em neurotransmissores ou modulagéo
enzimatica, porém ainda nao identificaram um tratamento modificador da doenca
(LONG; HOLTZMAN, 2019). Os inibidores da acetilcolinesterase estdo associados a
efeitos adversos gastrointestinais, como nauseas e vOmitos, que mais comumente
levam a descontinuagéo do tratamento (AUDIRA, 2020).

Os primeiros medicamentos aprovados pelo FDA paratratamento do Alzheimer
ocorreu na década de 90. A tacrina (tetra-hidroaminoacridina) foi o primeiro farmaco
inibidor de acetilcolinesterase (AChE) para o tratamento da DA, porém teve pouca
duracéo no mercado sendo retirado por apresentar hepatotoxicidade. Outros farmacos
inibidores da acetilcolinesterase foram lancados como: Donezepil com dose diaria
entre 5-10 mg/dia, Galantamina com dose diaria de 16-24 mg/dia, Rivastigmina com
6-12mg/dia e Memantina com 20mg/dia. (BREIJYEH; KARAMAN, 2020; ZHANG et.
al., 2019).

No Brasil o Ministério da Saude preconiza o uso desses medicamentos para o
tratamento da DA. Sendo, fornecido gratuitamento pela estratégia de acesso a
medicamentos no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS). Além desses farmacos
oferecidos para tratamento oral, € também ofertado em todo o pais a Rivastigmina
adesivo transdérmico. A Rivastigmina provoca desconfortos gastrointestinais, diarreia,
nausea e vomitos, assim o uso do adesivo busca diminuir esses efeitos colaterais,
sendo este um desafio para a industria farmacéutica (BRASIL, 2021).

A eficacia de um tratamento pode ser aumentada pela incorporacdo de
sistemas de administracdo de medicamentos baseados em nanotecnologia, visando
melhorar a biodisponibilidade, farmacocinética e farmacodinamica dos medicamentos,
reduzindo seus efeitos colaterais (MCCLEMENTS; OZTURK, 2021; KORANI et al.,
2019).
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A falha terapéutica frequentemente no tratamento de DA ocorre devido a
farmacocinética e farmacodinamica desfavoraveis dos medicamentos (TIWARE et al.,
2019). A falha da farmacoterapia é o resultado da quimica fisica inadequada dos
medicamentos como a hidrofobicidade, absorcdo desfavoravel por membranas
biol6gicas, parametros farmacocinéticos desfavoraveis, instabilidade dos
medicamentos e toxicidade aos tecidos (SIKMA et. al, 2020; TIWARE et. al, 2019;
ARIAS, 2014). Para a eficicia terapéutica apés administracdo de um farmaco séo
necessarios dois fatores importantes a solubilidade e permeabilidade, tais fatores séo
essenciais para a reducéo da toxicidade. Neste sentido, 0 uso da nanotecnologia no
desenvolvimento de sistemas de entrega adequado para farmacos instaveis é
essencial para alcancar um sucesso terapéutico, uma vez que esses farmacos nao
conseguem chegar ao alvo com dosagem terapéutica ideal (SAKA; CHELLA, 2020;
DENG et. al., 2020a).

Por um lado, um aspecto essencial no desenvolvimento da nanomedicina € o
sistema de liberacdo controlada de drogas em locais de doencas (ZHANG, 2018;
ARIAS, 2014; SINGH; SALNIKOVA, 2014; PEARCE; O'REILLY, 2019). As
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos, como hidrofilicidade ou lipofilicidade,
alto peso molecular, baixa biodisponibilidade, extensa metabolizacdo e efeitos
adversos, podem resultar em seu insucesso como farmacoterapéutico (MEHTA et. al.,
2018).

No Alzheimer as opc¢des de tratamento s&o limitadas principalmente devido a
incapacidade dos medicamentos de cruzar a barreira hematoencefalica (TALIYAN et
al., 2022; DEL AMO et al., 2021; ALYAUTDIN et al., 2014) ou a baixa solubilidade por
via oral (HANDA et. al., 2021). Muitas estratégias foram desenvolvidas para superar a
barreira hematoencefalica, como sistemas de liberacdo de drogas, lipossomas,
nanoparticulas poliméricas e solidos, carreadores de lipideos solidos, cristais liquidos,
microemuls@es e hidrogéis (PATHAK; VAIDYA; PANDEY, 2019; GHEIDARI; BAYAT,
2022; ALYAUTDIN et al., 2014; WECHSLER; VELA RAMIREZ; PEPPAS, 2019).

Saeedi e colaboradores (2019) relatam que as nanoparticulas poliméricas com
revestimentos poliméricos podem facilitar a entrada do farmaco na barreira
hematoencefélica, assim permitindo a sua entrega ao SNC resultando em melhorias

no tratamento de doencas que afetam a regiao.
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Rabbie e colaboradores (2021) relatam que o mecanismo de transporte das
nanoparticulas poliméricas por meio da barreira hematoencefalica pode ser explicado
pela retencdo aumentada das nanoparticulas poliméricas nos capilares sanguineos
do cérebro em combinacdo com a adsorcdo das nanoparticulas poliméricas as
paredes dos capilares. Esses eventos levam a um gradiente de concentragcdo mais
alto, o que aumenta o transporte através da camada de células endoteliais e, portanto,
aumenta a entrega ao cérebro.

A distribuicdo de medicamentos por meio da barreira hematoencefalica para o
cérebro pode fornecer uma vantagem significativa sobre as estratégias atualmente
utilizadas sem danificar a barreira hematoencefalica (WOHLFART; GELPERINA,;
KREUTER, 2012).

As nanoparticulas sdo promissoras no tratamento de doencas que
comprometem o SNC, sendo desafiador o mecanismo de transporte das
nanoparticulas na barreira hematoencefalica. O seu transporte pode ocorrer por meio
da transcitose ou endocitose onde os mecanismos de transportes das ceélulas
endoteliais possibilitam o transporte da nanoparticula através destas células. Outro
mecanismo € por meio da inibicdo do sistema de efluxo com a utilizacdo de um agente
de revestimento como por exemplo o polissorbato 80 que modifica a nanopatrticula, o
tensoativo adsorve proteinas plasmaticas possibilitando o seu reconhecimento e
ligacdo com receptores existentes nas células endoteliais. Nesse sentido, ainda €&
possivel facilitar o transporte por meio do mecanismo de inducédo de efeitos toxicos
local na vasculatura cerebral, levando a uma permeabilizacdo limitada das células
edoteliais cerebrais (ESCALONA-RAYO, 2019; BARBU et al., 2009).

Os sistemas de liberacdo de medicamentos apresentam diversas propriedades
benéficas, como biodegradabilidade, biocompatibilidade, ndo toxicidade, né&o
imunogenicidade, alta estabilidade em fluidos corporais e capacidade de interagir com
receptores especificos, além disso, as nanoparticulas permitem a liberagéo controlada
e sustentada do farmaco, permitindo manter doses ativas dos agentes terapéuticos
por periodos prolongados, apesar disso, a liberacédo do farmaco por nanocarreadores
reduz as doses necessarias para produzir os efeitos terapéuticos devido a melhora da
atividade farmacoldgica do farmaco, diminuindo os efeitos colaterais (WAIS et al.,
2016).
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2.2 PIOGLITAZONA

O Cloridrato de Pioglitazona (PGZ) é um farmaco anti hiperglicémico oral
utilizado no tratamento da diabetes mellitus tipo Il (DM TIPO Il). Apresenta eficacia na
melhora do controle glicémico enquanto reduz os niveis de insulina circulante. Sendo
0 objetivo do farmaco diminuir a resisténcia a insulina por meio da melhora da
sensibilidade dessa insulina no musculo e no tecido adiposo e inibir a gliconeogénese
hepatica (LI et al., 2017). O farmaco foi desenvolvido pela empresa farmacéutica
Takeda e aprovada pelo FDA em 1999 para o tratamento da DM tipo Il (ABY ADEH et
al., 2021).

Pertencente ao grupo da tiazolidinediona (TZD) a pioglitazona 5 - [[4- [2- (5-
etilpiridin-2-il) etoxi] fenil] metil] -1,3-tiazolidina-2,4-diona (Figura 1) atua como um
agonista do receptor de proliferacdo de peroxissoma tipo gama (PPAR-y) (PUBCHEM,
2021; JAGAT J; KALYAN K; SUBIR, 2020). Estudos mostram que a PGZ regula
diversos genes sensiveis ainsulina por meio da ativagdo do PPAR-y (JIN et al., 2018).
A PGZ amplia a capacidade de resposta celular contribuindo para homeostase da
glicose e eliminando a dependéncia de insulina. As drogas que ativam esse receptor
atuam de forma benéfica em modelos pré-clinicos de doencgas neurodegenerativas. O
uso a longo prazo deste farmaco reduz a incidéncia de deméncia em pacientes com
DM TIPO Il (PUBCHEM, 2021).

A PGZ (Figura 1) é um farmaco de base fraca com um valor de pKa de 7,4 um
valor de log P de 2,3. Administrado via oral com dose maxima de 45 mg por dia
(SWAIN; SUBUDHI 2019). Considerado um farmaco pouco soltavel (1,8 ug/mL) em
agua, assim, enquadra-se na classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutica,
resultando na ma absorcdo e reducdo da atividade farmacoldgica. Além disso,
apresenta tempo de meia vida curta (3-6) consequentemente pode refletir no aumento
da dose e nos efeitos colaterais (SHAVETA et al., 2020).
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Figura 1- Estrutura quimica da Pioglitazona

N 4

Fonte: PUBCHEM, 2022

Atualmente a PGZ é utilizada para o controle glicémico deadultos com diabetes
tipo 2, porém estudos recentes sobre o farmaco revelam evidéncias de propriedades
neuroprotetoras, ou seja, pode contribuir positivamente no tratamento da Doenca de
Alzheimer. No entanto, faz-se necessario estudos mais aprofundados para entendero
mecanismo de acdo emda PGZ em doencas neurodegenarartivas. O que se sabe &
gue o receptor proliferador de peroxissoma tipo gama é um novo alvo neuroprotetor
principalmente na DA (BLACKBURN et al., 2022).

O fato da PGZ conseguir atravessar a barreira hematoencefalica favorece a
fisiologia cerebral, visto que, o cérebro utiliza principalmente glicose como energia,
mas que no disturbio neuroldgico encontra-se diminuido (AFZAL et al., 2021).

Estudos mostram que os agonistas PPAR apresentam efeitos antiinflamatoérios
e antioxidantes em modelos de distirbios do SNC como exemplo DA e Doenca de
Parkinson, ou seja, contribui para mitigar a liberacdo de citocinas pré-inflamatéria e
marcadores de estresse oxidativo (DENG, 2020b). O excesso de espécies reativas de
oxigénio (ROS), prejudicam o sistema biologico. Sendo, o estresse oxidativo e a
inflamacéo inerentes a doencas cronicas, dentre elas DM e DA. O controle da
producédo e remocédo de ROS é realizada pelo sistemas enzimaticos antioxidantes, o
desequilibrio entre esses sistemas ocasionam um grande problema em diferentes
biomoléculas, podendo resultar em doencas cronicas e neurodegenerativas (AFZAL
et al., 2021).
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2.3 DIRECIONAMENTO DE MOLECULAS ATIVAS PARA O SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Na ultima década houve um aumento nas doencas neurodegenerativas, o
Instituto Nacional de Disturbios Neurologicos e Derrame reconhece mais de 600 tipos
de disturbios neuroldgicos, dentre eles a DA (CROWE et al., 2018).Apesar do enorme
avanco nos sistemas de distribuicdo de drogas para o tratamento de disturbios do
sistema nervoso central das doencas neurodegenerativas, ainda ha necessidade de
novos medicamentos direcionados ao cérebro, o principal obstaculo para direcionar a
droga ao cérebro é a presenca de barreira hematoencefalica (KHAN et al., 2017).

A barreira hematoencefalica é uma delicada rede de vasos sanguineos com
células endoteliais compactadas que separam o cérebro do sistema circulatério, ele
protege o cérebro da entrada de substancias nocivas, como toxinas e bactérias, as
substancias hidrofilicas, moléculas carregadas, proteinas e peptideos séo incapazes
de atravessar essa barreira, enquanto drogas lipofilicas, como antidepressivos,
ansioliticos e muitos horménios podem facilmente atravessar as células endoteliais
(BRAIN FACTS, 2020).

Pacientes que sofrem de disturbios neuroldgicos precisam de dosagem crénica,
causando efeitos colaterais em 6rgaos nao direcionados, considera-se que a maioria
dos medicamentos para tratar os disturbios neurologicos perderam seu potencial pela
limitacdo da barreira hematoencefalica, resultando em opcdes de tratamento limitadas
para os pacientes que sofrem de doencas neurodegenerativas (ERDO et. al., 2018).
Portanto, o transporte ndo invasivo de drogas para o cérebro é altamente necessario
para distarbios neurologicos e tumores cerebrais que requerem terapia cronica.

Atualmente, vem ganhando notoriedade o desenvolvimento de tecnologias que
permitam a administracao intranassal para um transporte direcionado e nao invasivo
até a barreira hematoencefélica. O desenvolvimento de sistemas de entregas como
nanoparticulas sdo uma alternativa para o transporte de drogas diretamente para o
SNC. Além disso, a nanotecnologia pode melhorar a biodisponibilidade e os efeitos
colaterais da droga. Nesse sentido, mesmo as particulas menores que 200 nm sendo
ideais para a administracdo sistémica e com capacidade para escapar do sistema
reticuloendotelial, a administracdo via nariz-cérebro apresenta vantagens sobre a
intravenosa. Porém, esta via ainda apresenta-se em fase pré-clinica (HSU, et. al.,
2021).
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A via olfatéria € uma alternativa confiavel para atingir os efeitos terapéuticos
desejados em doses mais baixas para o tratamento de doencgas cronicas, minimizando
os efeitos colaterais, a distribuicdo transmucosa de drogas por meio da via olfatoria
ou trigeminal para o cérebro, passando a barreira hematoencefalica, é referida como
o transporte direto de drogas para o cérebro, esta é a Unica rota pela qual o cérebro
esta em conexao com o ambiente externo (AGRAWL et al., 2020).

Esta conexao neural ganhou atencéo para liberacao controlada de drogas pelas
formulacbes que variam de pequenas moléculas a grandes moléculas, como
nucleotideos, peptideos e proteinas para o cérebro, prevenindo a degradacéo
enzimatica e aumentando os efeitos farmacolégicos sem absorcdo sistémica e
toxicidade para o principais orgaos periféricos. A administragao intranasal permite que
0 agente terapéutico passe pela barreira hematoencefalica e chegue até o SNC. Esta
via de administragdo nariz-cérebro evita a circulagdo sistémica assim reduzindo os
riscos de efeitos colaterais sistémicos além de depuracdo hepética e renal. Assim,
resultando na entrega bem-sucedida dos medicamentos do nariz direto para o cérebro
(HAUMANN et. al, 2020; VAN WOENSEL et al., 2013).

Atualmente, farmacos com atuacdo no SNC despertam interesse na
comunidade cientifica. A busca por agentes neuroprotetores para tratamento de
doencas neurodegenerativas contribuiram para a descoberta da classe de
medicamento que atuam como agonistas de PPAR-Y as tiazolidinedionas (TZDs), Os
PPARs atuam como neuroprotetores por meio da interacdo com células da microglia.
No Alzheimer a ativacdo do PPAR aumenta a captacdo fagocitica das placas beta
amildides (EL-DIN et al., 2021).

Abyadeh e colaboradores (2021) relatam que a pioglitazona um farmaco da
classe das TZDs ao se ligar ao PPAT-Y reduz a hiperglicemia, hiperinsulinemia e
inflamacdo. Além disso, relatam que experimentos em camundongos induzidos ao
Alzheimer, quando administrado pioglitazona é possivel perceber um aumento
cognitivo. Nesse sentido, a pioglitazona apresenta atividade positiva no SNC ao
melhorar a fungéo neural.

Evidéncias clinicas e pré clinicas apontam que a pioglitazona pode fornecer
neuroprotecdo em doencas neurodegenerativas (BLACKURN et. al., 2022). Abyadeh

e colaboradores (2021) relatam em estudo que a pioglitazona demonstra acao
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moduladora a resposta inflamatéria além de contribuir com a reducgéo das placas beta
amiloides no alzheimer. Portanto o farmaco apresenta efeitos benéficos na cognicéo.

2.4 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A nanotecnologia é um campo de pesquisa desde o século passado, quando
foi apresentada pelo ganhador do Prémio Nobel Richard P. Feynman durante sua
famosa palestra de 1959 “Ha muito espaco no fundo”, varios desenvolvimentos
revolucionarios ocorreram no campo da nanotecnologia (FEYNMAN, 1960).

A nanotecnologia farmacéutica é utilizada em diversos setores sendo eles,
médico, alimenticio e cosméticos. Os produtos sdo desenvolvidos em escala
nanométrica com tamanhos que variam de 1 a 1000 nm, podem apresentar
caracteristicas fisico-quimicas ou efeito biolégico diferentes quando sdo comparados
a produtos com maior escala. O uso da nanotecnologia permite reducéo da dose do
farmaco e melhora o seu efeito terapéutico, permite aumentar a biodisponibilidade e
reduzir sua toxicidade (CAVALCANTI; LIRA-NOGUEIRA, 2020), além de liberacao
controlada e direcionamento do farmaco nos locais da doenca (XU et al., 2018).

O desenvolvimento de um sistema de entrega de farmaco ideal que consiste
em um indice terapéutico aumentado, eficacia terapéutica aumentada,
biocompatibilidade, liberacdo controlada, efeitos colaterais reduzidos e adeséao
melhorada do paciente € uma area muito necessaria na farmacia e na medicina. A
principal preocupacéo acima foi devotada a aumentar o indice terapéutico de um
sistema de entrega de farmacos (PATRA et al., 2015). Um indice terapéutico de
sucesso é alcancado quando o farmaco apresenta um direcionamento ao alvo
podendo ser um o0rgao, tecido ou células especificas, estes alvos permitem a
diminuicdo dos efeitos colaterais e toxicidade, assim reduzindo as doses diarias.
Essas vantagens sdo encontradas em sistemas sitio-especificos (WILLIANS; JAMES;
HELLER, 2016).

O processo de liberacao controlada de moléculas de farmaco tem sido realizado
utilizando misturas de polimeros (MANJU; SHARMA; SREENIVASAN, 2011,
MANCARELLA et al., 2015), hidrogéis (VASHIST et al., 2014), nanoparticulas
incorporadas de hidrogel (DAVARAN et al., 2014; BIONDI et al., 2015),
microparticulas, nanoparticulas poliméricas (WU et al., 2013; RASHID et al., 2016) e
lipossomas (MEN et al., 2020).
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Atualmente uma das abordagens para controlar a liberacdo do medicamento é
a incorporacao do farmaco em um substrato com propriedades quimicas, biolégicas e
mecanicas  especificas  (BERNKOP-SCHNURCH;  DUNNHAUPT,  2012;
MANICKAVASAGAM et al., 2016).

Em muitas das estratégias de projeto de drogas, a liberacdo controlada da
droga no local alvo foi alcancada pela mudanca dos fatores ambientais, como
temperatura ou pH (REJINOLD et al., 2011). A significancia do fator de pH tem sido
usada para a entrega de drogas, particularmente nos locais de células tumorais
(REJINOLD et al., 2011; DAVARAN et al., 2014; PATRA et al., 2015). Como resultado,
0 uso de sistemas carregado de farmacos sensiveis ao pH ganhou consideracao
significativa ao longo dos anos (BAMI et al., 2021; LIU et al., 2014; FENG et al., 2014).

Recentemente, a liberacdo controlada de farmacos se tornou uma das areas
de pesquisa mais fascinantes (ALEMDAR, 2016; SUN et. al., 2016). Durante as
ultimas décadas, muito esforco foi feito para desenvolver novos sistemas de liberacéao
de farmacos com biodisponibilidade, eficacia e seguranca aprimoradas, tempo de
liberacdo controlada e prolongado e resposta terapéutica previsivel (ALVAREZ-
LORENZO et. al., 2013). Na verdade, um sistema de liberacdo eficiente deve
transportar as moléculas de medicamento desejadas para as células ou tecidos-alvo
e liberar o medicamento de maneira controlada (SUR, et al., 2019). Sendo assim, a
nanotecnologia promete além de direcionamento também o controle de liberacdo do
farmaco (WILLIANS; JAMES; HELLER, 2016).

Atualmente esses sistemas desempenham papel importante contra diversas
doencas como o cancer por exemplo e na deteccdo de doencas neurodegenerativas
como o Alzheimer, Parkinsom e Diabetes Mellitus, além da deteccdo de virus e
microorganismos (THIRUVENGADAM; RAJAKUMAR; CHUNG, 2018).

2.4.1 Nanoparticulas

As nanoparticulas despertaram atencédo a partir de 1980 apresentando sua
capacidade de liberacao controlada de farmacos um fator relevante para o sucesso
dos parametros farmacéuticos e farmacocinéticos (PAULUK; PADILHA; KHALIL;
MAINARDES, 2019).

As nanoparticulas como carreadores de farmacos, apresentam capacidade

para liberacéo controlada, que permite o carregamento eficiente do farmaco dentro do
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nanocarreador além de reduzir a toxicidade sistémica e melhorar a biodisponibilidade
e indice terapéutico (ABDELGHANY; EL-DESOUKY; SHEMIS, 2021). Alguns estudos
realizaram a producdo de sistemas baseados em nanoparticulas explorando seu
potencial como de liberagdo controlada de drogas (LOKHANDE et al.,, 2013;
KULKARNI et al., 2014).

A entrega de farmacos convencionais, proteinas e vacinas, pode acontecer por
meio de nanoparticulas poliméricas, micelas poliméricas, lipossomas e dendrimeros
(DMOUR; TAHA, 2018). O conceito de entrega direcionada depende da interacao
entre o sitio direcionado, sistema carreador e a droga terapéutica (MIRGANI et al.,
2014; PATRA et al., 2015).

As nanoparticulas poliméricas sao reconhecidos como sistema de reservatorio
(nanocapsula) e sistema de matriz (nanosfera) (ZIELINSKA et al., 2020), como pode
ser observado na Figura 2. As nanocapsulas sdo compostas por um nucleo oleoso
no qual o farmaco € normalmente dissolvido, circundado por um involucro polimérico
gue controla o perfil de liberagcdo do farmaco a partir do nucleo. As nanocapsulas
apresentam potencial para carregar farmacos hidrofobicos e hidrofilicos (URIMI et al.,
2021; SUR et al., 2019) Ja as nanosferas sdo baseadas em uma rede polimérica
continua na qual o farmaco pode ser retido em seu interior ou adsorvido em sua
superficie (CRUCHO; BARROS, 2017; SUR et al., 2019).

As nanoparticulas poliméricas nucleo-coroa (Figura 2) apresentam estruturas
compostas de trés camadas, ou seja, (a) a camada superficial, que pode ser
funcionalizada com uma variedade de pequenas moléculas, ions
metalicos , surfactantes e polimeros. (b) A camada da coroa, que € um material
guimicamente diferente do nucleo em todos os aspectos, e (c) O nudcleo, que é
essencialmente a parte central da NP (SHIN et al., 2016). As nanoparticulas nucleo-
coroa podem apresentar ligantes ou anticorpos na superficie com o objetivo de
direcionamento ao alvo, a fim de reduzir os efeitos colaterais do farmaco esta
estratégia € importante principalmente para os farmacos antitumorais (LI et al.,
2020).

Pelas caracteristicas tdo excepcionais das NPs tipo nucleo-coroa, elas
despertaram grande interesse dos pesquisadores em areas multidisciplinares. As
nanoparticulas podem ser empregadas em sistemas de liberagdo controlada (LEE et

al., 2011), deteccdo quimica e biologica (BARRAK et al., 2016), deteccdo de gas
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(MANSHA et al, 2016; KHAN; YAMANI, QURASHI, 2017), captura
de CO 2 (GANESH et al., 2017) e outras aplicagBes na fisica, quimica e biologia,

principalemente na salude — diagndstico e terapéutica (SHAALAN et al., 2016).

Figura 2- Representacéo estrutural da nanocapsula, nanosfera e ndcleo-coroa

Matriz
Folimérica

Droga

Nanocapsula MNanosfera

<+— Ligante (clivavel ou néo)
<«— Nucleo (hidrofébico)

<+— Coroa (hidrofilica)

Nucleo-Coroa

Fonte: Criado por SIQUEIRA, 2022.

As nanoparticulas sdo uma ampla classe que incluem substancias particuladas,
gue variam em tamanho de 10 a 1000 nm (LAURENT et al., 2010). Dependendo da
forma geral, esses materiais podem ser 0D, 1D, 2D ou 3D (TIWARI; TIWARI; KIM,
2012).

O tamanho desses materiais podem influenciar as propriedades fisico-quimicas
de uma substancia, por exemplo, as propriedades opticas de nanoparticulas de ouro
(Au), platina (Pt), prata (Ag) e paladio (Pd) de 20 nm tém cor vermelha vinho

caracteristica, cinza amarelado, preto e preto escuro, respectivamente. Essas
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nanoparticulas apresentaram cores e propriedades caracteristicas com a variacao de
tamanho e forma, que podem ser utilizadas em aplicacdes de bioimagem (Figura 3)

(DREADEN et al., 2012).

Figura 3- Principais nanoparticulas para encapsulacdo de farmacos

Matriz Parede Matriz Parede
Polimérica Polimérica Lipidica Lipidica
ﬁl - a . FARMACO
o 4 o A y
|.’/ L] \'\I § v N 4 [ ‘ \". :’_}\"-,
| | Q .II |II ."l e \'ull . ,'I . II| ] "-I"
| o o0 | (e o] Me ol
¢ | ® I | | %o ||I d | ° | | ¢ ”
\ @ .Il \ I'.. °e | | @ L I|I Iul 10 ° ,'I.'
® ".\ @ ..'I T .’ —"..-" \ e / | C /"..-"I
O \} . A
Nucleo de Oleo Nucleo de Oleo
Nanosfera Nanocapsula Nanoparticula de Nanocarreador
Polimérica Polimérica Lipideo solido Lipidico

Fonte: Criado por SIQUEIRA, 2022.

As nanoparticulas poliméricas tém despertado consideravel interesse nos
tltimos anos devido as suas propriedades decorrentes de seu pequeno tamanho
(CANO et al., 2019; CANO et al., 2020).

As nanoparticulas poliméricas séo carreadores coloidais nos quais os farmacos
sdo carregadas em estado solido ou em solucéo, adsorvidas de forma nao covalente
ou quimicamente ligadas a superficie (SILVA et al., 2013). Esses sistemas de entrega
oferecem boa estabilidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade
e resposta imunogénica, sistema de liberacdo controlada e facilidade de producéo
(NAAHIDI et al., 2013).

Nos dultimos anos, a pesquisa farmacéutica tem se concentrado no
desenvolvimento de sistemas nanotecnoldgicos aplicaveis em diferentes campos da
medicina, especialmente no campo de sistema de liberacdo controlada de
medicamentos, 0 uso de nanoparticulas polimérica representa um sistema alternativo
com um enorme potencial para o sistema de liberacéo controlada (VHORA et al., 2015;
BHATT et al., 2016).

Os polimeros usados nas nanoparticulas sao obtidos de fonte natural, sintética

ou semissintética que pode ser biodegradavel ou ndo biodegradavel (PUGAZHENDHI
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et al.,, 2018). A primeira nanoparticula polimérica foi composta de polimero néo
biodegradavel, por exemplo, poliacrilamida, poliestireno, polimetilmetacrilato, entre
outros, mas devido ao uso crénico dessas nanoparticulas, muitas deficiéncias como
toxicidade crbnica e alta resposta imunoldgica contra as nanoparticulas poliméricas
ndo biodegradaveis foram observadas (RAMKUMAR et al., 2017).

Um polimero biodegradavel € um polimero que sofre processos de degradacao,
sob certas condi¢cdes especificas, esses biopolimeros podem se organizar em
automontagens de dimensfes nanométricas, o0 que lhes confere o nome de
nanoparticulas poliméricas (PRAJAPATI et al., 2019; ZHANG; HONG; PAN, 2018).

As nanoparticulas poliméricas tém vantagens relacionados ao sistema de
liberacdo controlada que vao desde a administracdo de farmacos néo solGveis em
agua e protecdo de compostos instaveis contra a degradacao, bem como podem ser
carregadas com farmacos por adsorcdo, dispersdo na matriz polimérica ou
encapsulamento (PRAJAPATI et al., 2019; RAO; EZHILARASI et al., 2013).

Nesse sentido, as nanoparticulas poliméricas (NPs) sdo adequadas para a
liberacdo de farmacos no SNC, pois sédo biodegradaveis e apresentam maior tempo
de circulacdo. As nanoparticulas poliméricas sédo versateis podendo encapsular
diversos farmacos por meio de interacdes hidrofilicas ou hidrofobicas (ZHANG
WEISEN et al., 2021).

2.5 ZEINA

A zeina € a principal proteina de armazenamento do milho e € responsavel por
guase metade do conteudo protéico do grdo de milho. A zeina pode ser obtida como
um subproduto do processamento do amido e do etanol e foi aprovada para uso oral
pela FDA em 1985 e classificou como geralmente reconhecido como seguro (GRAS).
Além de ser considerada segura também apresenta baixa taxa de digestdo. Suas
vantagens sdo diversas para aplicacfes farmacéuticas como biodegrabilidade e
biocompatibilidade in vivo e baixo custo (CHENG; JONES, 2017; LUCIO et al., 2017).

A zeina € uma proteina natural que apresenta em sua composicado diversos
peptideos sendo considerada heterogénea pode ser dividida em quatro fracdes: a-
zeina que constitui 75-85% da proteina total com pesos moleculares (MWs) 20-21 e
10 kDa; B-zeina 10-15% da proteina e peso molecular 17-18 kDa;d-zein 10% e peso
molecular de 10 kDa; y-zeina 5-10% e peso molecular 27 kDa (PENALVA et al., 2015).
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Para uso comercial é utilizada a a-zeina com pouca quantidade de y e B- zeina
em sua composicao, os diferentes amino&cidos na sua composi¢ao proporciona a sua
capacidade polar e apolar o que confere seu carater anfifilico. A zeina apresenta
capacidade de auto-montagem devido a sua anfipaticidadee interacdes néo
covalentes, estas caracteristicas sdo a principal forca motriz na formacéo da rede de
zeina (ZHANG XINRUI, 2021).

A zeina é insolivel em agua devido ao seu alto teor (>50%) de aminoacidos
ndo polar, tornando-a uma das poucas proteinas que sdo insolUveis em agua,mas
soltveis em etanol (60-90%) ou solu¢des altamente alcalinas (WEISSMUELLER et
al., 2016). Sua alta capacidade de biodegradabilidade e biocompatibilidade possibilita
varias aplicagbes como nanofibras, emulsdes,filmes compostos e nanoparticulas de
interesse farmacologico entre outros (LIMA et al., 2019).

A zeina apresenta caracteristicas consideradas atraentes pela industria
farmacéutica e alimenticia, sendo possivel a sua utilizacdo para aplicagdo como
revestimentoeencapsulacdo (ALHAKAMY et al., 2021). Uma das caracteristicas da
nanorparticula de zeina que despertam interesse € a sua capacidade mucoadesiva
gue permite sua absor¢cdo na mucosa intestinal (INCHAURRAGA et al., 2019).

A zeina vém sendo usada em sistemas nanoparticulados para a liberacao de
enzimas, medicamentos, 0leos essenciais, entre outras substancias (PARK CHAN;
PARK DONG; KIM, 2015; WANG et al., 2017; GHALEI ASADI; GHALEI, 2018).
Nesses casos, 0s sistemas de liberacdo controlada de medicamentos baseados em
nanoparticulas, como a zeina, podem prolongar e otimizar a liberacdo de
medicamentos em relacdo as formulacdes convencionais. Além disso, a zeina
apresenta caracteristicas que facilitam sua transformacé&o em nanoparticula, além de
apresentar capacidade significativa para carregar biomacromoléculas sem que ocorra
0 comprometimento da sua integridade e atividade (WANG et al., 2017; MARTINEZ-
LOPEZ et. al., 2021). Essa nanoparticula também apresenta capacidade de
encapsular pequenas moléculas hidrofébicas como por exemplo a glibenclamida
(REBOREDO et al., 2021).

As nanoparticulas de zeina podem formar nanoparticulas coloidais esféricas
(PAULUK et al., 2019). Em comparacao com outros sistemas coloidais (hanoemulsao,
lipossoma e micelas), as nanoparticulas de zeina apresentam varias vantagens, como

facil preparacao, evitam agentes sintéticos e toxicos, alta probabilidade de producéo
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industrial em larga escala, biodegradabilidade e biocompatibilidade, além disso, as
moléculas de proteina fornecem forte afinidade para bioativos e, portanto, ttm uma
alta eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de carga (LI et al., 2019).

As nanoparticulas de zeina simples, tém algumas desvantagens para
aplicacdes comerciais, por exemplo, elas tendem a se agregar quando expostas a
certas condi¢des de pH, forga idnica e temperatura. Estudos anteriores relataram que
o desempenho funcional das nanoparticulas de zeina revestidas com polissacarideo
sejam geralmente mais estaveis do que as nado revestidas, elas ainda podem ser
sensiveis a certas alteracdes em fatores ambientais, como mudancas no pH ou adi¢do
de sal (CHENG; JONES, 2017).

A agregacao da nanoparticula de zeina ocorre quando o pH esta proximo do
ponto isoelétrico da zeina, porém o uso de estabilizadores podem evitar a agregacao
da particula. Os estabilizadores como lisina, quitosana, alginato e caseina utilizados
para revestir a aparticula de zeina, tornam a particula estavel e resistente ao sistema
gastrointestinalcontrolando a liberacdo do farmaco (HEEP et al., 2019; KHAN et al.,
2019).

A lisina apresenta capacidade de estabilizar a nanoparticula (ZALNERAVCIUS
et al., 2018) além de ser eficiente como ligante seletivo para adsorcéo. A lisina € um
aminoacido composto por um grupo a-amino e um grupo carboxilico e uma cadeia
lateral R (LE GUENIC, 2018). Considerada um aminoacido gerada pelo processo de
fermentacdo a L-lisina apresenta carater anfotero, logo propicia cargas negativas ou
positivas em direferentes pH. O seu uso é diverso normalmente aplicada na industria
farmacéutica, industria alimenticia e nos aditivos para racdes (JING; WANG; TAN,
2018; MOGHADDAM et al., 2020).

Portanto, o uso da zeina no desenvolvimento de nanoparticulas torna-se
atrativa, pois a proteina apresenta a capacidade de incorporar diversos farmacos
lipofilico e biomacromoléculas de forma nédo especifica eprotege o farmaco das
enzimas digestivas (Figura 4). Os estudos demonstram que a nanoparticulas
propiciam melhora significativa da atividade farmacolégica e biodisponobilidade
relativa. Porém, ainda sdo necessarios mais experimentos para validar e melhorar a
eficacia das nanoparticulas(INCHAURRAGA; MARTIN-ARBELLA; MARTINEZ-
LOPEZ; IRACHE, 2020).
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Figura 4- Representacdo estrutural de nanosfera de zeina com farmaco na matriz

polimérica

Fonte: Criado por SIQUEIRA, 2022.
Nesse sentido, a encapsulacdo da pioglitazona em nanoparticulas de zeina
pode reduzir a toxicidade e aumentar a sua biodisponibilidade. Na literatura a
pioglitazona apresenta atividade para doencas neurodegenerativas. Assim, propomos
a avaliacdo das caracterizacOes e da estabilidade deste nanocarreador delineado

para agir contra diversos mecanismos patogénicos caracteristicos do Alzheimer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver nanoparticulas revestidas com Zeina contendo pioglitazona, com

atividade descrita na literatura contra a deménciade Alzheimer.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Desenvolver e otimizar através de planejamento fatorial a producdo de
nanoparticulas de zeina-lisina (ZNP);

> Preparar nanoparticulas zeina-lisina contendo pioglitazona (PGZ-ZNP) ;

> Realizar a caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas desenvolvidas
através da analise do tamanho e indice de polidispersdo das particulas,
potencial zeta, morfologia, taxa de encapsulacdo da pioglitazona e analise

espectroscopica e analise térmica.
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4 METODOLOGIA
4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL BOX-BEHNKEN

Para o desenvolvimento da formulagdo de nanoparticulas de zeina contendo a
PZG, utilizou-se o planejamento fatorial Box-Behnken baseado na metodologia de
Camas e colaboradores (2018) e adaptada para o desenvolvimento da nanoparticula
com o objetivo de otimizar a composicao das formulacfes. Foi identificado as variaveis
gue mais influenciam na estabilidade. O planejamento contém uma variavel com ponto
central sendo ela a amostra 5, totalizando 9 amostras que foram formuladas em
triplicata buscando a otimizac&o da formulacgéao.

As proporcdes de zeina-lisina foram fundamentas nos estudos de Moreno e
colaboradores (2017). A quantidade da proteina lisina (50mg) foi fixada nas
formulacdes, pois nos testes de pré formulacdo foi observado que a medida que a
guantidade da lisina era variada foram observados a formacdo de precipitados.
Portanto, definiu-se a variacéo apenas da zeina e volume aquoso.

Tabela 1-Planejamento Fatorial Box-Behnken

Zeina:Lisina Volume Zeina:Lisina Volume Codigo da

Run (mQ) (mL) (mg) (mL) formulacéo
1 0 1 03:01 25 F1
2 0 0 03:01 20 F2
3 1 1 04:01 25 F3
4 1 -1 02:01 15 F4
5 0 -1 03:01 15 F5
6 1 0 04:01 20 F6
7 1 -1 04:01 15 F7
8 1 1 02:01 25 F8
9 1 0 02:01 20 F9

4.2 PREPARACAO DE NANOPARTICULA CONTENDO PIOGLITAZONA

As nanoparticulas de zeina foram preparadas por meio do método de
nanoprecipitacdo (SUN et al.,, 2016). Para encapsular o farmaco foi utilizada a
proporcdo de zeina:lisina de 150:50 (3:1) mg uma metodologia adaptada de Moreno
e colaboradores (2017) foi solubilizada em 12,2 mL de alcool 70% (PENALVA et al.

2017). Posteriormente foram para a agitacdo magnética. Em outro béquer, 22 mg de
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Pioglitazona foi solubilizada em 9,8 mL de etanol. Em seguida as solugbes
permaneceram sob agitacdo magnética com velocidade constante (1200 rpm) por 1
hora. Em seguida, as solu¢bes foram colocadas no mesmo béquer (Figura 5A)
resultando em um volume final de 22 mL, o volume aquoso foi adaptado para facilitar
os célculos, mas foi mantido proximo do volume utilizado no Box-Behnken de 20 mL.
Posteriormente, 22 mL de agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA) foi adicionado a
suspensdo por meio do método de gotejamento, com o auxilio de uma seringa. A
suspensao apresentou cor branca amarelada e leitosa (Figura 5B). Em seguida foi
evaporado o solvente pelo método de rotaevaporacdo com volume final de 20 mL. Em

seguida a formulacéo foi liofilizada com a utilizacdo de manitol como crioprotetor.

Figura 5- (A) Zeina, lisina e farmaco; (B) nanoparticula PGZ-ZNP

4.3 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

4.3.1 Diametro, Indice de Polidispessao e carga de superficie

O diametro hidrodindmico, a distribuicdo do tamanho e o potencial zeta das
nanoparticulas  foram  determinados usando  Zetasizer Nano  ZS90
(Malverninstruments Ltd, Worcestershire, RU). Para a obtengcdo dos resultados a
diluicdo das formulacgdes foi realizada com agua ultrapura a (Milli Q®, Millipore, USA)
a proporcao utilizada foi 50 yL de formulacéo para 950 uL de agua ultrapura v/v e

analisadas triplicata. Os dados foram expressos pelo valor médio do desvio padréo.
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4.3.2 Taxa de encapsulacédo da PGZ

A PGZ na formulacao foi quantificada a partir da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) utilizando o equipamento HPLC (Waters Alliance 2695 Separation
Module) acoplado a um detector UV/Vis (2489 UV-Vis detector). Baseado no método
desenvolvido por Abreu e colaboradores (2017) e Farmacopéia americana (THE
UNITED STATES PHARMACOPEIA-USP, 2011) para quantificagéo de pioglitazona
em nanoparticulas, onde o comprimento de onda para a detec¢ao da pioglitazona foi
de 269 nm.

A cromatografica realizada utilizou a fase movel com acetonitrila:acetato de
amonio:acido acético na proporcdo de 75:25:2, temperatura da coluna de 30 ° C, a
taxa de fluxo de 0,7mL/min foi ajustada para o tempo de retencéo da pioglitazona, e o
eluente foi monitorado em um comprimento de onda de 269 nm (o comprimento de
onda no qual a PGZ tém absorbancia apropriada). A separacéo foi feita usando uma
coluna Inertsil C 18 e o volume da injecao foi de 50pL.

Inicialmente foi elaborada uma curva analitica da PGZ. Foram pesadas 5mg de
PGZ e diluida em 25 mL de metanol para a obtencdo da solucdo mae com
concentracdo de 200 pg/mL. Posteriormente foi completada para um volume de 5mL
com fase movel acetonitrila:acetato de amonio:acido acético glacial na proporcao de
75:25:2 viv. As concentracdes para a obtencdo da curva padrao foram 10; 30; 50; 70;
90 e 110 ug/mL e os parametros inseridos no HPLC foram de acordo com o método
validado por Silva-Abreu e colaboradores (2017).

A gquantificacdo da PGZ na nanoparticula foi efetuada a partir da dissolucéo da
nanoparticula com alcool 70% e quantificado por HPLC-UV (MORENO et al; 2017).
Para a taxa de encapsulacéo foi considerado o valor de 100% da PGZ na formulacao
antes da centrifugacao da PGZ-ZNP (teor). Com a diferenca da concentracdo antes
e pos a centrifugacdo foi possivel obter a taxa de encapsulacdo da PGZ. Apés a
centrifugacéo foi retirado o sobrenadante (PGZ livre) e adicionado alcool 70% para
dissolver a PGZ no pellet (PGZ dentro), em seguida o farmaco obtido apés a
centrifugacéo foi quantificado e a taxa de encapsulacdo calculada, de acordo com a
metodologia previamente utilizada por CANCHI e colaboradores (2017) e MATIAS e
colaboradores (2020).
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4.3.3 Morfologia da nanoparticula

A morfologia das nanoparticulas foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletrénico do LIKA. Para andlise morfoldgica das nanoparticulas foi utilizado a técnica
de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A nanoparticula foi formulada e
colocada nos stubs e sua secagem foi por 24h em estufa para posterior serem
metalizadas com ouro e paladiumapés o processo de preparacdo foi realizada a
observacdo no microscopio eletrénico de varredura (TESCAN, MIRA3).

4.3.4 Analise espectroscépica

A avaliacao fisico-quimica da nanoparticula ZNP e PGZ-ZNP e farmaco livre foi
realizada através de analises da Espectroscopia de Infravermelho por Transformada
de Fourrier (FT-IR) na regido de 4000- 400 cm™ no equipamento FT-IR/FT-NIR
(PerkinElmer, Spectrum 400). Os resultados foram processados no Software Origin 8
(OriginLab Northampton, USA). As analises foram realizadas na Central Analitica do
Instituto de Quimica-USP.

4.3.5 Andlise Térmica

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) (PERKIN ELMER, STA 6000) da
ZNP e da PGZ-ZNP foi obtida a partir da analise térmica. Foram utilizados 4mg de
amostra a temperatura de 25-300 °C , com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os
resultados foram processados no Software Origin 8 (OriginLab Northampton, USA).

As analises foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica-USP.

4.4 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

A metodologia para andlise da estabilidade foi baseada no estudo de Yao e
colaboradores (2019) com adaptacdes. As formulacbes de nanoparticulas em
disperséo foram conservadas em geladeira a temperatura de 4 °C e as nanoparticulas
liofilizadas foram armazenadas em dessecador com silica a temperatura ambiente e
ressuspensas em agua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA). Ambas nanoparticulas
foram analisadas no primeiro dia apds da formulacdo, com 2 meses e por Gltimo com
12 meses. Durante esse tempo pré determinado foram verificados pH e parametros

fisico-quimicos como diametro, pdi e potencial zeta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PLANEJAMENTO FATORIAL BOX-BEHNKEN

Inicialmente, diferentes proporc¢des entre os componentes foram testadas para
obtencdo da formulagéo otimizada. O planejamento Box-Benhken foi utilizado para
otimizar esta formulacéo, o qual foi estudado duas variaveis a razdo entre zeina:lisina
e o0 volume, posteriormente foram avaliadas tamanho, PDI e potencial zeta cujos
resultados estdoa presentados na Tabela 2. O planejamento foi realizado a fim de
verificar a influéncia das variaveis analisadas para estabelecer qual formulacao ideal
para utilizar.

A utilizacdo desse tipo de planejamento torna-se vantajosa por apresentar boa
eficiéncia e requer poucas combinacdes, pois 0 desing utiliza trés niveis (-1, 0 e +1)
mais o numero de formulacde/experimentos necessarios para a sua execucgao.

Tabela 2- Planejamento fatorial: formulacao, volume, diametro e potencial zeta das
nanoparticulas de zeina-lisina (ZNP)

Formulacéao Volume Diametro PDI Pontencial
dafase de Zeta
aguosa Particulas (mV)
(mL) (nm)
F1 25 186,4+1,0 0,075 -46,7+2,8
F2 20 197,1+2,3 0,061 -50+3,6
F3 25 201,9+3,3 0,101 -48,3+2,9
F4 15 200+1,3 0,076 -49,62,4
F5 15 206,1+2,0 0,094 -47,7+2,1
F6 20 218+2,4 0,084 -51,5+2,2
F7 15 247,2+1,4 0,110 -49,4+2,1
F8 25 181,4+3,0 0,094 -47,62,3
F9 20 169,83+7,2 0,066 -49,5+2,3

Tendo em vista que a formulagcdo com proporcdo de zeina-lisina 03:01 com
volume de 20 ml de fase aquosa apresentou PDI 0,061 e diametro 197,1 + 2,3, esta
formulacdo ndo apresentou aglomerados quando a pioglitazona foi adicionada. Sendo

assim, considerada a que apresenta menor risco de formacao de aglomerados por
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apresentar valores mais estaveis, comisso a formulagéo foi escolhida para encapsular

a pioglitazona.

O PDI € um parametro utilizado para verificar a homogeneidade na distribuicéo
do tamanho das particulas. Os valores de PDI entre 0 e 0,300 indicam uma distribui¢céo
de tamanho relativamente homogéneo, e em valores menores que 0,200 garantem
estabilidade da dispersdo coloidal, sem formacéo de aglomerados ou precipitados
(JUMMES et al., 2020; DE SOUZA et al., 2022). Assim, 0 presente estudo também
corrobora com os valores obtidos nas nanoparticulas para direcionamento ao SNC
desenvolvidas no estudo de Sharma e colaboradores (2014) e Teixeira e
colaboradores (2022), sendo os valores do PDI abaixo de 0,3.

5.2 NANOPARTICULAS DE ZEINA-LISINA CONTENDO PIOGLITAZONA (PGZ-
ZNP)

As caracteristicas fisico-quimicas, tais como diametro médio, o indice de
polidispersao e potencial zeta, constituem importantes parametros no que diz respeito
a estabilidade e propriedades bioldgicas dos nanosistemas desenvolvidos
(HOMAYOOFAL et al.,, 2021). Os diametros meédios, potenciais zeta e PDI das
nanoparticulas ZNP, PGZ-ZNP (redispersa) e PGZ-ZNP (em dispersao) obtidas pela
técnica de nanoprecipitacao estéo listados na Tabela 3.

Os resultados obtidos apresentaram diametros médios das diferentes
nanoparticulas 170,16 £ 7,7 a 209,5 £ 9,0 nm. As nanopatrticulas liofilizadas de zeina
encapsuladas com pioglitazona (PGZ-ZNP redispersa) foram maiores do que as
demais nanoparticulas preparadas neste estudo 209,5 £ 9,0 nm.

O estudo de Podaralla e Perumal (2012) obtiveram diametros das particulas de
zeina entre 200 nm e 300 nm, assim as PGZ-ZNP apresentam nanoparticulas que
corroboram com os autores.

O diametro da particula pode se dar devido as xantofilas que se ligam a zeina
elas alteram a solubilidade da zeina e do farmaco (PODARALLA; PERUMAL, 2012).

Nanoparticulas com menores didmetros sdo menos susceptiveis ao sistema de
fagocitose mononuclear, aumentando o tempo de circulacdo no organismo e a eficacia
da liberagédo de um ativo, e conseguem penetrar entre lacunas endoteliais com maior
facilidade, atingindo os tecidos-alvos (GAUMET et al., 2008; PARMAR; PATEL, 2019).
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Para Hatakana e colaboradores (2010) o potencial zeta € indubitavel para a
avaliacdo da estabilidade eletrostatica de um sistema coloidal. Sendo que, quando um
potencial zeta € negativo é possivel prever uma boa estabilidade coloidal por
apresentar barreira de alta energia entre as particulas.

Teleanu e colaboradores (2019) desenvolveram nanoparticulas com
caracteristicas fisico-quimicas estaveis para o SNC. As NPs apresentavam potencial
zeta com carga negativa , diametro médio menor que 200 nm e pdi menor que 0,1. As
caracteristicas fisico-quimicas da NP permitiram o seu cruzamento pela barreira
hematoencefalica in vivo e in vitro, além disso as NPs demonstraram atividade no
SNC.

No presente estudo, os resultados corroboram com a literatura. Todos os
sistemas avaliados obtiveram densidades elétricas superficiais negativas. Portanto,
de acordo com a Tabela 3, os valores do potencial zeta da PGZ-ZNP redispersa foi -
455 £+ 3,2 e PGZ-ZNP em dispersao - 43,2 = 3,0. Assim, indicam que as
nanoparticulas apresentaram uma boa estabilidade, confirmando que o método
utilizado de automontagem garantiu estabilidade as mesmas.

Os resultados de PDI (Tabela 3) apresentaram valores entre 0,066 ZNP e 0,102
PGZ-ZNP (redispersa) e 0,061 PGZ-ZNP (em dispersao), o que indica estabilidade da

disperséo coloidal, sem formacao de aglomerados ou precipitados.

Tabela 3- Diametro de particulas, PDI, potencial zeta e taxa de encapsulacéo de

PGZ-ZNP
. Diametro de Potencial Zeta
Formulagbes [PGZ] (mg/ml) i} PDI PGZ (%)
Particulas (nm) (mV)
ZNP - 170,16+7,7 0,066 -36,6+1,5
ZNPPGZ
) 1 200,6+1,4 0,102 -45,5+3,2 103,84+28
(redispersa)
ZNPPGZ (em
) 1 189,7+1,9 0,061 -43,2+3,0
disperséo)

5.3 QUANTIFICACAO DA PIOGLITAZONA NA NANOPARTICULA
Para a quantificacdo da pioglitazona a Figura 6 representa a curva analitica

junto da equacao gerada com a utilizacdo da regressao linear, para as nanoparticulas
de Zeina encapsuladas com pioglitazona, considerando a concentragdo de 1 mg/mL

de pioglitazona.
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Considerando o céalculo a partir da regressao linear da curva analitica, foi obtido
o resultado para o limite de quantificacéo referentes ao ativo estudado, cujo valor esta
apresentado na Figura 6. O valor coeficiente de correlagédo obtidos é superior a 0,99,
refletindo a linearidade do método, assim os parametros obtidos sdo considerados
satisfatorios, pois o resultado apresentado pelos métodos analiticos conseguem
atender o que exige os orgaos reguladores como o INMETRO (2011) e a ANVISA
(2003). Entao, considera-se que dentro do espaco da concentracdo analisado, esse
método apresentou-se linear e especifico, considerando-se, dessa forma, adequado
na quantificacao do ativo nas férmulas de nanoparticulas.

Figura 6- Curva analitica da PGZ
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Os métodos cromatograficos sdo amplamente utilizados para a analise
guantitativa dos perfis de liberacdo de farmacos, portanto, o estabelecimento e a
validacdo de um método de HPLC eficiente, robusto e confiavel para rastrear a taxa
de liberacdo da pioglitazona foi um dos objetivos deste estudo. Diferentes
concentracfes da pioglitazona foram testadas.

No presente estudo o pico no cromatograma a pioglitazona e suas diferentes
concentragcfes apresenta um pico no tempo de retencdo de 5,2 minutos (Figura 7),
corroborando com estudos realizados anteriormente em que 0 pico apresenta no
tempo de retencdo entre 5 e 7 min (SILVA-ABREU et al., 2017; SIELC, 2020). E
possivel evidenciar o pico da zeina antes do aparecimento do pico da pioglitazona
(Figura 8 e Figura 9). Apesar da zeina esta na formulacdo ndo houve interferéncias

significativas.
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Figura 7-Cromatograma da PGZ nas concentra¢des de 10ug/mL (A), 30ug/mL (B),
50 ug/mL (C), 70 pg/mL (D), 90 ug/mL (E), 110 ug/mL (F)
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Figura 8 - Cromatograma das nanoparticulas ZNP em concentracdo 70 pg/mL (D)
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O método utilizado por Canchi e colaboradores (2017) para a centrifugacéo da
PGZ-ZNP, foi um método eficaz que possibilitou a separacdo da pioglitazona da zeina
para a quantificagdo do farmaco por HPLC como demonstrado na Tabela 1. A taxa de
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encapsulacéo de 103,84+2,8 a uma concentracdo de 1mg/mL, apresentou taxa de
encapsulacdo superior quando comparadas ao estudo de ROJEWSKA e
colaboradores (2020) e Gupta e colaboradores (2021).

Pascoli e colaboradores (2018) demonstram em seu estudo que a
encapsulagéo satisfatoria se dar a escolha da técnica utilizada para a formacédo da
nanoparticula, sendo fator primordial para alta taxa de encapsulacao.

Figura 9 — Cromatograma das nanoparticulas PGZ-ZNP em concentracéo de 70
Hg/mL(D)
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Apesar de alguns estudos relatarem que as xantofilas que se ligam a zeina
afetam a solubilidade da zeina e da droga e consequentemente ocasionam menor
encapsulacéo do farmaco (PODARALLA; PERUMAL, 2012). No presente estudo nao

ocorreu interferéncias significativas.
5.4 ANALISE ESPECTROSCOPICA

A técnica espectroscopica permitiu identificar as bandas de absorcdo que
evidenciam a pioglitazona (Figura 10), corroborando com os resultados apresentados
por Bhosale et al. (2016) e Kovvasu e Chowdary (2018). No espectro podemos
observar uma banda de absorc¢édo na regido de 1690 cm™ referente ao grupo NH-C=0.
As bandas de absorcdo na regido 3080 cm™ representa o estiramento C-H com
presenca de anel aromatico o que corrobora com a estrutura quimica da molécula da

pioglitazona. Segundo Nayak e colaboradores (2018) os diferente picos como por
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exemplo C-H e O-H séo referentes ao benzeno e confirmam a presenca do farmaco
puro.

Figura 10 - Espectro de FT-IR da Pioglitazona, nanoparticula de Zeina (ZNP) e
nanoparticula de Zeina contendo Pioglitazona (PGZ-ZNP)
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O espectro obtido das ZNP e ZNP-PGZ (Figura 10) apresentam bandas de
absorcdo 1625-1637 cm™ referente ao agrupamento amida (NH) associada ao
estiramento C=0, outra banda de absorcao também possivel de observar no espectro
foi na regido de 1125 referente a presenca da lisina. As bandas que evidenciam a
zeina e a lisina estdo de acordo com as bandas de absor¢éo presente no estudo de
Reboredo e colaboradores (2021) referente as nanoparticulas de zeina-lisina. A
auséncia das bandas de absorcédo da pioglitazona na formulagcdo ZNP-PGZ, indicam
gue nao houve interacdo entre o farmaco e o polimero, além de, sugerirem que o

farmaco encontra-se encapsulado na nanoparticula.

5.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

A técnica de andlise térmica possibilitou identificar a estabilidade térmica das

formulacfes. A curva de DSC da ZNP (Figura 11) apresenta pico endotémico na faixa
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de 125-1500 °C referente a fusdo da zeina, coerente com os estudos de Feng e

colaboradores (2020). A PGZ-ZNP também apresentou um pico endotérmico da zeina

na faixa de 152 °C.

Figura 11 - Calorimetria Diferencial de Varredura da ZNP e PGZ-ZNP
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O estudo de Varshosaz e colaboradores (2018) demonstrou que o pico de fuséo

da pioglitazona esteve presente na faixa proxima a 190 °C, o que foi corroborado com

os estudos dos autores Teaima e colaboradores (2022), onde o termograma da

pioglitazona apresentou evento edontérmico na faixa de 197,3 °C, atribuido ao seu

ponto de fusdo e ao seu estado cristalino. Neste mesmo estudo o0s autores

observaram que a pioglitazona quando na formulacdo apresentava-se solubilizada e

protegida da precipitacdo, justificando assim a auséncia dos picos referentes a sua

cristalizacao no termograma.

Muzib e colaboradores (2021) realizalizaram a calorimetria diferencial de

varredura (DSC) da pioglitazona, resultados obtidos foram semelhantes aos autores

supra citados, o farmaco puro apresentou pico endotérmico na faixa de 190,84 °C.
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Figura 12 - Calorimetria Diferencial de Varredura da pioglitazona
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Fonte: MUZIBE; RAMYA; AMBEDKAR, 2021

Portanto, na Figura 12 néo foi possivel observar pico endotérmico na faixa
proxima a 190 °C, com isso indicando a efetiva encapsulacdo da pioglitazona nas
particulas de zeina obtidas.

5.6 ANALISE MORFOLOGICA DA ZNP E PGZ-ZNP

As imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de varredura
demonstraram particulas esféricas. As nanoparticulas de zeina e as nanoparticulas
de zeina com pioglitazona ambas em dispersdo, ndo apresentaram diferencas
morfologicas (Figura 13). As particulas esféricas foram também observadas nas
nanoparticulas de zeina de Zhang Huaiying e colaboradores (2021).

As NPs esféricas séo ideais para entregas de farmacos (DO et. al., 2020).
Nowak e colaboradores (2020) relatam que a cascata de transporte por meio da
barreira hematoenfalica € caracterizada por unidade neurovascular formada por
células endoteliais microvasculares, assim sdo caracterizadas dificeis de atravessar.
O autores ainda relatam que as NPs esféricas com tamanho maior 100 nm e menor
gue 200 nm séo ideias para o transporte, pois se associam as células endoteliais e
sdo transportadas por elas.

Portando, em relacdo a forma esférica das NPs de zeina desenvolvidas no
presente estudo e com diametro obtido conforme o zeta, elas sdo adequadas para

aplicacdes ao SNC.
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Figura 13 - Microfotografias das nanoparticulas ZNP (A) e PGZ-ZNP (B) observadas
por microscopio eletrénico de varredura
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5.7 ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS NANOPARTICULAS

A estabilidade das nanoparticulas foram analisadas logo apos o preparo da
nanoparticula. A analise foi realizada apos 2 meses e novamente apds 12 meses. Os
resultados obtidos mostraram que a PGZ-ZNP liofilizada/redispersa, se manteve
estavel durante todo periodo de armazenamento a temperaura de refrigeracéo (4 a
8°C).

A Tabela 5 demonstra que o diametro da PGZ-ZNP liofilizada durante um
periodo de 12 meses apresentou variacdo entre 196,7 = 6,1 nm a 209,5 + 9,0 nm,
enquanto ao potencial zeta variou de -40,13 £ 6,2 a -54,2 £ 2.6 mV com um PDI 0,102
a 0,250. A PGZ-ZNP (em dispersao) apresentou variacdo no diametro entre 180,4 +
4,7 a 206,5 + 2,3 nm e carga de superficie -38,1 + 1,2 a -50,3 + 1,1 mV com um PDI
0,061 a 0,257.

Podaralla e Pemural (2012) analisaram a estabilidade da nanoparticula de
zeina e evidenciaram que o tamanho da particula aumenta a medida que o pH
diminue, é possivel evidenciar que acontece 0 mesmo com a PGZ-ZNP (Tabela
4 e 5).
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Tabela 4- Acompanhamento do pH em um périodo de 12 meses armazenadas a
temperatura de refrigeracéo de 4-8°C (em dispersao) e dessecador (liofilizada)

Pardmetros PGZ-ZNP (em disperséo) PGZ-ZNP (liofilizada/redispersa)
Tempo 1°dia | 2meses | 12 meses 1° dia 2meses | 12 meses
pH 9,37 9,10 8,67 8,56 8,49 8,19

Tabela 5-Diametro da particula, potencial zeta e indice de polidispersdo das
nanoparticulas PGZ-ZNP em diferentes tempos

Diametro da Potencial Zeta
Formulacdes [PGZ] (mg/ml) i PDI
Particula(nm) (mV)
1°dia
PGZ-ZNP 1 180,4+4,7 0,131 -38,1-+1,2
(em disperséo)
PGZ-ZNP 1 200,6+1,4 0,102 -45,5+3,2
(liofilizada/redispersa)
2 Meses
PGZ-ZNP
) . 1 189,7+1,9 0,061 -43,2+3,0
(em disperséo)
PGZ-ZNP
oo ) 1 209,5+9,0 0,231 -40,1316,2
(liofilizada/redispersa)
12 Meses
PGZ-ZNP
) . 1 206,5+2,3 0,257 -50,3+1,1
(em disperséao)
PGZ-ZNP
1 196,7+6,1 0,250 -54,2+2,6

(liofilizada/redispersa)
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5 CONCLUSAO

A pioglitazona foi encapsulada em nanopaticulas de zeina, sendo comprovada
por meio das técnicas de microscopia eletrdnica, espectroscopia e andlise térmica,
bem como pela determinagéo da taxa de encapsulacdo de encapsulacéo.

Além disso, as nanoparticulas liofiizadas e em dispersdo apresentaram-se
estaveis durante o periodo de 12 meses, sem apresentarem alteracdes significativas
no pH, potencial zeta, PDI e didmetro da particulas.

Os resultados permitem concluir que as nanoparticulas de zeina contendo
pioglitazona apresentam caracteristicas satisfatérias para futuros ensaios de
avaliacdo do potencial terapéutico para as doencas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer.

No entanto, sdo necessarios maiores estudos para investigar a seguranca da
administracdo da PGZ-ZNP, isto é, por via oral, endovenosa ou nasal. Portanto, o
referente estudo de P&DI de PGZ-ZNP foi pioneiro para o desenvolvimento de futuras

pesquisas.
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