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RESUMO

As leishmanioses sdo doengas infecciosas responsaveis por cerca de 1,5 milhdes de novos casos
em mais de 85 paises todos os anos. No Brasil, o tratamento de primeira escolha ¢ feito com o
Antimoniato de meglumina (AM), que possui efeitos adversos. A nanotecnologia surge como
alternativa promissora para melhorar a estabilidade, biodisponibilidade e reduzir os efeitos
adversos dos farmacos. O objetivo do trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) contendo AM para o tratamento de leishmaniose. Foi realizado um
estudo de pré-formulag@o contendo avaliagao do equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL), triagem de
lipideos, estudos de compatibilidade e planejamento quali-quantitativo. Os CLN foram
preparados pelo método de dupla emulsificagdo e avaliados quanto ao diametro de particula,
indice de polidispersao (PdI), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulacao (EE). O CLN
escolhido foi caracterizado por microscopia eletronica de transmissdo (MET), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e difracdo de raios-X (DRX). Também foi testado in vitro para avaliar citotoxicidade
em macrofagos Raw 264.7 e atividade leishmanicida contra L. infantum e L. amazonensis. Os
resultados da triagem lipidica indicaram a escolha do Miglyol®812 como lipidio liquido e o
estudo do EHL resultou na escolha do Alckest® CSO 300 como o melhor tensoativo hidrofilico
(EHL~= 8,74). Os excipientes ndo apresentaram incompatibilidades com o AM. O planejamento
quali-quantitativo permitiu a escolha do CLN mais promissor, o qual apresentou diametro de
29 nm, Pdl de 0,251, PZ de -6,76 e EE > 90%. O FTIR indicou a incorpora¢do do AM no CLN.
O DSC indicou uma nanoparticula com matriz menos cristalina, que foi comprovado no DRX.
O MET revelou nanoparticulas esféricas e de tamanho compativel. Nao houve citotoxicidade
em macrofagos pelo AM, enquanto os CLN foram citotoxicos em diferentes concentragdes. O
AM ndo apresentou atividade em nenhuma forma de ambas as espécies. Em promastigotas L.
infantum, o nanocarreador sem farmaco (CLNBr) e com fairmaco (CLN16) apresentaram ICso
de 73 pg/mL e 59,4 ng/mL respectivamente, enquanto nas amastigotas o ICso para o CLNBr e
CLN16 foi de 73,5 e 89,4 ng/mL respectivamente. J& para L. amazonensis, o 1Cso em
amastigotas frente ao CLNBr e CLNI16 foram de 124,7 ¢ 122,4 ug/mL respectivamente,
enquanto em promastigotas o ICso foi de 101,6 pg/mL para o CLNBre 79 pg/mL para o CLN16.
Portanto, foi possivel obter CLN com propriedades fisico-quimicas promissoras, alta eficiéncia
de encapsulacdo e possivel atividade leishmanicida. Estudos posteriores para avaliar a

estabilidade e incorporagdo dos CLN em formas farmacéuticas serdo conduzidos.



Palavras-chave: entrega de farmacos; Glucantime; nanocarreadores; planejamento quali-

quantitativo.



ABSTRACT

Leishmaniases are infectious diseases responsible for around 1.5 million new cases in more
than 85 countries every year. In Brazil, the first-choice treatment is meglumine antimoniate
(MA), which has adverse effects. Nanotechnology has emerged as a promising alternative for
improving the stability, bioavailability and reducing the adverse effects of drugs. The aim of
this study was to develop nanostructured lipid carriers (NLC) containing MA for the treatment
of leishmaniasis. A pre-formulation study was carried out containing hydrophile/lipophile
balance (HLB) evaluation, lipid screening, compatibility studies and qualitative-quantitative
planning. The NLC were prepared using double emulsification method and were evaluated by
particle size, polydispersion index (PdI), zeta potential (ZP) and encapsulation efficiency (EE).
Then, the chosen NLC was characterized by Transmission electronic microscopy (TEM),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Fourier transform infrared (FTIR) and X-ray
diffraction (XRD). In addition, in vitro tests were carried out to assess cytotoxicity in Raw 264.7
macrophages and leishmanicidal activity against L. infantum and L. amazonensis. The results
obtained in the lipid screening indicated the choice of Miglyol®812 as the liquid lipid and the
HLB study resulted in the choice of Alckest® CSO 300 as the best hydrophilic surfactant (HLB=
8.74). The excipients showed no incompatibilities with the MA. The qualitative-quantitative
planning allowed the choice of the most promising NLC, which had a diameter of 29 nm, PdI
0f 0.251, ZP of -6.76 and EE > 90%. FTIR indicated the incorporation of MA into NLC. DSC
showed a nanoparticle with a less crystalline matrix, which was confirmed by XRD. TEM
revealed spherical nanoparticles of compatible size. There was no cytotoxicity in macrophages
by MA while NLC were cytotoxic in different concentrations. MA showed no activity against
either form of both species. In L. infantum promastigotes, the nanocarrier without drug (NCLBr)
and with drug (NCL16) showed ICso of 73 pg/mL and 59.4 ng/mL respectively, while in
amastigotes the ICso value for NCLBr and NCL16 was 73.5 and 89.4 pg/mL, respectively. For
L. amazonensis, the 1Cso values for amastigotes against NCLBr and NCL16 were 124.7 and
122.4 ng/mL, respectively, while in promastigotes, the ICso value was 101.6 ng/mL for NCLBr
and 79 pg/mL for NCL16. Therefore, it was possible to obtain NLC with promising
physicochemical properties, as well as high encapsulation efficiency and possible
leishmanicidal activity. Further studies will be carried out to assess the stability and

incorporation of NLC into pharmaceutical forms.

Keywords: Drug delivery; Glucantime; nanocarriers; qualitative-quantitative planning.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as Leishmanioses sdo um grupo de doengas
pertencentes as doengas tropicais negligenciadas (DTN). Estas que sdo doengas tropicais
endémicas causadas por agentes infecciosos ou parasitas que afetam principalmente paises que
possuem um consideravel indice de pobreza (WHO, 2007; Vasconcelos et al., 2018, p. 221;

Homma, Freire, Possas, 2020).

De acordo com dados da Organizacao Pan-americana de Satude, no continente Americano
entre 2001-2018 foram registrados 63.331 novos casos de leishmaniose visceral e 989.096
casos de leishmaniose tegumentar (cutdnea e mucosa), € o Brasil se configura como um dos trés
primeiros paises de incidéncia de casos mundiais. Embora haja uma alta demanda pelo
tratamento, o potencial de mercado associado ¢ limitado, pois essas populacdes ndo t€m
capacidade financeira para arcar com o custo do tratamento, sendo as pesquisas e
desenvolvimentos de novos medicamentos fomentados principalmente pelos Orgdos

governamentais (Morel, 2004, p. 261; Morel, 2006, p. 1522; Lindoso e Lindoso, 2009, p. 247).

A apresentagdo clinica da doenca ¢ dependente da espécie do parasito envolvido na
infec¢do, sendo as principais formas clinicas a leishmaniose tegumentar (LT) e a visceral (LV).
O tratamento serd determinado com base no tipo de doenga, na espécie do parasita € na presenca
ou auséncia de outras condi¢des médicas simultdneas. No Brasil, tratamento disponivel se
resume na utilizacdo dos antimoniais pentavalentes, a anfotericina B ¢ a sua formulagao
lipossomica e o isetionato de pentamidina, todos por via parenteral (Brasil, 2017, p. 191). Os
antimoniais pentavalentes sao o tratamento de primeira escolha, sendo estes associados a efeitos
adversos graves, como elevada cardiotoxicidade, administracdo prolongada e dificuldade de

administracdo (Santos et al., 2008, p. 1; Tiwari et al., 2018, p. 26).

Apesar de as leishmanioses serem uma doenga antiga € com uma alta incidéncia,
inovagdes terapéuticas sao escassas, particularmente no desenvolvimento de novos
medicamentos. Uma das estratégias para enfrentar esse desafio ¢ melhorar as formulagdes
existentes por meio de abordagens inovadoras, como as baseadas na nanotecnologia. A
nanotecnologia surge como uma alternativa promissora, com o objetivo de superar problemas
classicos relacionados a terapéutica medicamentosa, tais como altas dosagens terapéuticas, alta

toxicidade dos farmacos, baixa biodisponibilidade, solubilidade e taxa de dissolu¢do, meia-vida
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curta, além da possibilidade de direcionamento da terapia (alvo-direcionada), aumentando a

eficacia do tratamento (Weissig, Pettinger, Murdock, 2014, p. 4357).

Entre os nanocarreadores mais utilizados na area farmacéutica, os carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN) sdo bastante atrativos. Os CLN sdao nanoparticulas lipidicas que
possuem como caracteristica a formagao de sua matriz lipidica composta por lipideos solidos e
lipideos liquidos a temperatura ambiente e corporal. Os CLN possuem vantagens em relagio as
nanoparticulas poliméricas, tais como um maior nimero de excipientes aceitos legalmente pela
Food and Drug Administration (FDA) e outros 6rgaos reguladores, baixo custo de excipientes
para sua producdo, producdo econdmica em escala industrial, sdo biocompativeis e
biodegradaveis. Os CLN permitem a incorporagdao de insumos farmacéuticos ativos (IFA)
lipofilicos e hidrofilicos e sdo frequentemente utilizados pela industria farmacéutica para
contornar problemas biofarmacotécnicos e melhorar eficicia e toxicidade de farmacos ja
utilizados na terapia de diversas doengas. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho € realizar
estudos de pré-formulagdo com o proposito de desenvolver CLN contendo o antimoniato de

meglumina para potencial atividade leishmanicida.



20

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doengas tropicais negligenciadas: um panorama geral

Segundo a organizagdo mundial de Saide (OMS), as DTN sdo um grupo de doengas
tropicais endémicas, causadas por agentes infecciosos ou parasitas, que acometem
principalmente paises que possuem um considerdvel indice de pobreza, como os que estdo
situados no continente Africano, Asiatico e na América Latina. A persisténcia dessas doengas
expde um ciclo de desigualdade que ¢ alimentado por um cendrio ambiental, social e econdmico
complexo, resultado de falhas na ciéncia, no mercado e na saude publica (WHO, 2007,
Vasconcelos ef al., 2018, p. 221; Homma, Freire, Possas, 2020). Atualmente, em 25 paises da
América Latina e Caribe, estima-se que em torno de 46 milhdes de criangas residam em areas
de risco de infeccao, reinfec¢do e coinfeccdo por helmintos transmitidos por contato com o solo
e outros microorganismos, expondo um sistema de saude precario e a falta de saneamento
basico (OPAS, 2018). Dessa forma, em 2006 o Brasil definiu que doengas negligenciadas nao
sO prevalecem em situagdes de pobreza como também contribuem para a manutengcao de um
sistema de desigualdade, visto que os individuos acometidos por tais enfermidades, além de
sofrerem com o 6nus da doenga, diminuem sua qualidade de vida e produtividade, agravando a
situagdo de pobreza na qual estdo inseridos, o que contribui para o desinteresse das grandes
industrias farmacéuticas, haja vista a auséncia de lucro (Morel, 2004, p. 261; Morel, 2006, p.

1522; Lindoso e Lindoso, 2009, p. 247).

Atualmente, as doengas negligenciadas sdo compostas por 20 doengas, entre elas pode-
se citar as geo-helmintiases (tricuriase, estrongiloidiase, ascaridiase), a dengue, a filariose
linfética, a hanseniase, a doenga de Chagas, a esquistossomose e as leishmanioses. Tais doengas
configuram um grupo de extrema relevancia no Brasil, dada sua ocorréncia em territério
nacional e afetam pelo menos um bilhdo de pessoas no mundo, sendo um dos principais
problemas de satde publica devido a morbidade, mortalidade, incapacidade e estigma social

gerados (WHO, 2015; Ferreira e Andricopulo, 2019, p. 125).

No ano de 2000, a Organizacdo das Nag¢des Unidas (ONU), reforgou a luta contra as
DTN estabelecendo como meta a erradicagdo destas at¢ o ano de 2030 (ONU, [s.d.]).

Entretanto, as questoes que envolvem as DTN seguem carentes de pesquisas e investimentos.
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2.2 As leishmanioses

As leishmanioses ou leishmaniases sdo um complexo de doencas infecciosas zoonodticas
provocadas por protozoarios da Familia Tripanosoma, que parasitam animais. Sao responsaveis
por cerca de 1,5 milhdes de novos casos em mais de 85 paises todos os anos. Sdo causadas por
mais de 20 protozoarios intracelulares do género Leishmania pertencentes a familia
Trypanosomatidae que se caracterizam por duas formas principais: amastigota e promastigota

(Vasconcelos et al., 2018, p. 221).

A Leishmania spp apresenta um ciclo bioldgico heteroxénico. Ciclo bioldgico
heretoxénico ¢ aquele que necessita de mais de um hospedeiro, no caso da Leishmania spp,
esses hospedeiros sdo um vertebrado e um invertebrado. Os hospedeiros vertebrados sao
mamiferos, como: roedores, edentados, marsupiais, canideos e primatas, incluindo o homem.
Os hospedeiros invertebrados sdo pequenos insetos pertencentes ao género Lutzomya,
comumente chamados no Brasil por birigui, mosquito-palha e tatuquira. Nesse contexto,
individuos que t€m um contato mais frequente com esses vetores, como trabalhadores rurais ou

aqueles envolvidos em atividades de extrativismo, estdo mais expostos a doenga (Costa, 2005,

p. 3).

A infeccao inicia-se quando o mosquito flebotomineo fémea infectado realiza o repasto
sanguineo. As formas promastigotas sdo inoculadas na derme do individuo. Durante a
inoculagdo, as células destruidas pela proboscida do inseto e a saliva atraem para a area os
macrdéfagos e outras células fagocitarias mononucleadas. Alguns macrdéfagos possuem a
capacidade de eliminar o parasita de forma direta, enquanto outros requerem estimulos para
realizar essa acdo. Somente macrofagos fixos (histiocitos) ndo estimulados sdo habeis para o
estabelecimento da infeccdo. Ao serem fagocitadas pelos macrofagos, as promastigotas se
transformam em amastigotas (estagio tecidual) e comec¢am a se reproduzir através de sucessivas
divisdes bindrias, o que atrai mais macrofagos para o local. Estes se fixam e tornam-se
infectados. A lesdo inicial ¢ manifestada por um infiltrado inflamatorio composto
principalmente de linfocitos e macréfagos na derme, estando estes ultimos abarrotados de

parasitas (Neves et al., 2016, p. 43). A figura 1 esquematiza o ciclo de vida das Leishmania

spp.

A apresentagdo clinica da doenca ¢ dependente da espécie do parasita envolvido na

infeccdo, sendo as principais formas clinicas a LTA e a LV, considerada mais grave devido ao
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seu quadro clinico que pode levar o paciente a 6bito (Santiago, et al., 2021). A leishmaniose
tegumentar americana (LTA) pode apresentar a forma clinica cutdnea e mucocutanea e tem
como agentes causadores a L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) amazonensis,
L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg, L. (V.) shawi. No Brasil, a espécie de
Leishmania responsavel pela maioria dos casos de LTA ¢ a Leishmania (Viannia) braziliensis,
enquanto a leishmaniose visceral (LV), conhecida como calazar, esplenomegalia tropical ou
febre dundun ¢ causada principalmente pela Leishmania chagasi. A LV Tem perfil endémico
no continente Americano e cerca de 90% dos casos registrados na America Latina ocorrem no

Brasil (Brasil, 2006b).

Segundo dados da Organizagdo Pan-americana de Saude (OPAS), no continente
Americano entre 2001-2018 foram registrados 63.331 novos casos de leishmaniose visceral e
989.096 casos de leishmaniose tegumentar (cutdnea e mucosa). Segundo a OMS, entre 2018-
2020 o Brasil permaneceu entre os trés primeiros paises com o maior nimero de casos
notificados (LC e LV). Também foi possivel observar que, além do Brasil, paises como Etidpia,
Eritreia, India, Quénia, Sudido do Sul, Sudio, Afeganistao, Argélia, Colombia, Iraque,
Paquistdo, Siria, Bolivia e Peru apresentaram uma elevada ocorréncia de novos casos de
leishmaniose (>90% dos casos mundiais). Refor¢ando o argumento de que as leishmanioses

prevalecem em paises que possuem elevado indice de pobreza humana (Leishmaniasis, 2022).

Atualmente, a terapia oferecida para o tratamento das leishmanioses se resume a
utilizagdo dos antimoniais pentavalentes, da anfotericina B ¢ da sua formulacao lipossomica,
do isetionato de pentamidina e da Miltefosina. Apenas a Miltefosina ¢ de uso oral. Embora a
Miltesosina seja um avango para a terapia medicamentosa contra a leishmaniose no que diz
respeito a via de administragcdo, ndo possui registro sanitario vigente no pais, sendo adquirida
de forma excepcional pelo Ministério da Saude e apenas para o tratamento de leishmaniose
cutanea. Assim, os medicamentos atualmente disponiveis no Brasil, atualmente, sdo o
antimoniato de meglumina, Anfotericina B (desoxicolato sodico, lipossomal) e Pentamidina
(Brasil, 2017, p. 191). Estes além de serem de uso exclusivo parenteral ainda exibem uma série
de efeitos adversos graves, como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade
(Ghorbani e Farhoudl, 2018, p. 25). Esses medicamentos também apresentam dificuldade de
administracdo e possivel surgimento de resisténcia por parte do parasito, além de ndo serem
eficazes em pacientes imunocomprometidos (Santos et al., 2008, p. 1; Tiwari et al., 2018, p.

26).
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Figura 1 — Ciclo de vida da Leishmania spp.

Mosquitos realizam repasto Macréfagos

o sampguines & injetam o forms e Ih..o-eiun o
promastigeta

\il‘:ﬁﬁ'ﬁ.‘m ™ i L*?AJ\___/ i
Mo

i & .ﬂ

o

\‘I Promastigotas ze
tramsformam em
|| amastigotn

Amastigetas e

transformam em |
promastigota no A e
imtestine do inseto es I| o 2 e
@n ' | i 1tipli
a ' i e

T . = |/ Yy . infectar outras cilulas ¢

e tecidos
Amastigotas se
maltiplicam ne a.\'n-nn mosquites realizam
Bt uits repaiio ABEUINED & 38
infectam com az amastizotas

M\ = Estigio ac infeccao

Fonte: Adaptado de The Centers for Disease Control and Prevention, Global Health, Division of Parasitic
Diseases and Malaria (CDC) (2017).

2.3 Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais pentavalentes (Sb™) representam o tratamento de primeira escolha para todas
as formas clinicas da leishmaniose. No Brasil, o uso dos antimoniais pentavalentes teve origem
na tentativa de reduzir os efeitos adversos causados pelos antimoniais trivalentes (Sb™),
utilizados no pais desde 1912. As principais desvantagens relacionadas ao uso dos antimoniais
trivalentes eram seus efeitos toxicos e colaterais graves, como disturbios gastrintestinais e

problemas cardiacos (Rath et al., 2003 p. 550; Hendrickx et al., 2019, p. 2743).

Atualmente, as formas de administragdo dos antimoniais pentavalentes se resumem as
vias de administragdo intramuscular (IM) e intravenosa (IV). Os antimoniais pentavalentes sao
pré-farmacos que serdo reduzidos em antimonio trivalente, sua forma ativa (Singh ez al., 2012,
p. 485; Kip et al.,2018, p. 151). Entretanto, apenas uma pequena quantidade de Sb*> é reduzida

a sua forma trivalente e quantidade similares de Sb** sdo oxidadas a sua forma pentavalente
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(Raht et al., 2003, p. 550). Dois complexos antimoniais pentavalentes estdo disponiveis para o
tratamento da leishmaniose: o Antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato
de sodio (Pentostan®) (Tiwari et al., 2018, p. 26). No Brasil o medicamento de escolha ¢ o

Glucantime® (Santiago et al., 2021).

2.3.1 Antimoniato de meglumina

O antimoniato de meglumina ¢ farmaco a base de antimonio que compde o grupo dos
antimoniais pentavalentes. O nome comercial do medicamento utilizado no Brasil ¢
Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina) e ¢ o tratamento de primeira escolha utilizado
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) para tratar as LT e LV causadas pelas diversas espécies. E
obtido de forma sintética a partir do acido antimonico e da N-metil-glucamina (figura 2), ¢

hidrofilico e possui baixa solubilidade em solventes organicos (Raht ef al., 2003, p. 550).

A estrutura do Glucantime® é coordenada por um tinico 4tomo de antiménio. A figura
2 detalha a organizacdo estrutural do Glucantime®. Observa-se que suas caracteristicas
principais sdo a presenca de grupos hidrofilicos (hidroxilas) que compdem a cadeia aberta do
agucar meglumina e a ligacdo de um atomo de oxigénio diretamente ao antimonio, todos esses

fatores conferem a solubilidade do fArmaco em meio aquoso (Demicheli e Frézard, 2005).

Figura 2 - Método de obtencio e estrutura quimica do Antimoniato de meglumina (Glucantime®)

CH NHLCH
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H—C—0H
|
OH=C—H H
| PR
H—C—0H O=Sb—0H
| 7
H—C—0H
|
CH,OH M-metil-glucamina
Acido antiménico
Antimoniato de meglumina

Fonte: Adaptado de Demicheli & Frézard. Cadernos Teméaticos de Quimica na Nova Escola (2005, N°6)

Uma outra caracteristica do antimoniato de meglumina ¢ sua baixa permeabilidade
através das mucosas, por esse motivo, formas de administragdo por via oral ndo sdo viadveis.
Dessa forma, ¢ necessaria a hospitalizacdo do paciente em instalagdes médicas para a
administragdo do medicamento por via IV ou IM. A dose sugerida é de 15mg Sb*™/kg/dia por

um periodo de 20 dias. Em casos de leishmaniose cutanea, ha a possibilidade da administra¢do
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intralesional. Nesses casos uma ampola de 405mg Sb*> ¢é aplicada na lesdo com um intervalo

de 15 dias apds cada administracao (Brasil, 2017, p. 191).

O Antimoniato de meglumina (AM) apresenta rapida absor¢do (aproximadamente 90%)
apo6s sua administragdo e sua excre¢do renal ocorre dentro de 48 horas, portanto, ¢ absorvido e
eliminado pelos rins em um periodo relativamente curto. Em razao desse perfil farmacocinético,
ha a necessidade da administra¢do de doses elevadas e continuas do fArmaco para se alcangar a

eficacia do tratamento (Raht et al., 2003, p. 550).

Embora os antimoniais pentavalentes apresentem um perfil de toxicidade inferior as
suas formas ativas trivalentes, o uso do antimoniato de meglumina, assim como o de outros
antimoniais, pode resultar em sintomas adversos. Os sintomas mais relatados sao dor
abdominal, vomito, diarreia, nausea, cefaleia, fadiga, febre, tosse, erupcdes cutaneas,
pancreatite, pneumonia, insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade (Hendrickx
et al., 2019, p. 2743). Os efeitos toxicos e o desconforto causado ao paciente para a
administracdo do medicamento, favorecem a descontinuidade (ndo adesdo) ao tratamento,

possibilitando o desenvolvimento de formas resistentes do parasita (Raht et al., 2003, p. 550).

Os mecanismos de acdo do farmaco nao sao bem elucidados, entretanto, ha indicios de
que haja uma conversio metabolita intramacrofagica de Sb™ em Sb*3, sendo o Sb** o elemento
toxico as leishamanias. Esse processo afetaria a f-oxidacdo de 4cidos graxos e a glicdlise do
parasita, culminando em seu obito. (Raht et al., 2003, p. 550; Moreira, 2008). Uma outra teoria
discutida ¢ a interferéncia na expressdo génica do parasita através da supressdo das enzimas

tripanotiona redutase ou glutationa redutase (Frézard et al., 2013, p.1).

Considerando as dificuldades mencionadas, Os CLN urgem como uma grande promessa
na promogao da eficacia terap€utica do antimoniato de meglumina pois possuem propriedades
fisico-quimicas conferem diversos beneficios a terapia com insumos farmacéuticos ativos
(IFAs). Entre esses beneficios estio o aumento da solubilidade e permeabilidade dos IFAs
(hidrofilicos e lipofilicos), a liberagdo prolongada e/ou controlada, a amplificacdo da
biodisponibilidade e do indice terapéutico do farmaco, diminui¢ao da toxicidade, reducao da
dose bem como uma absor¢ao e acumulagdo mais eficazes no local de acdo (Liu et al., 2018, p.

223; Azevedo et al., 2020, p. 161).

2.4 Nanotecnologia: tecnologia em nanoescala



26

O conceito de nanotecnologia surgiu pela primeira vez no fim do século XX quando o famoso
fisico e ganhador do prémio Nobel, Dr. Richard Feynman, abordou em uma de suas classicas
palestras cientificas, que a matéria poderia ser operada em escala nanométrica. Feynman nao
usou especificamente o termo ‘“nanotecnologia”. O conceito de nanotecnologia teve sua
implementagdo atribuida a Taniguchi, por seu artigo intitulado “O conceito basico da
nanotecnologia”. O prefixo “nano” remete a uma reducio no tamanho de 10, com isso, para
que um produto seja considerado nanotecnologico, a0 menos um de seus componentes deve
possuir suas dimensdes na escala nanométrica, que ¢ mil vezes menor que um micron
(Mirsasaani, 2013, p. 41; Hulla, Sahu e Hayes, 2015, p. 1318; Hupffer et al., 2019, p. 153;
Kirtane et al., 2021, p. 369).

O primeiro medicamento nanotecnolégico a ser aprovado foi o Doxil® (doxorrubicina
lipossomal), e a partir de seu surgimento diversas formulagdes nanotecnologicas tém sido
objetos de pesquisas, resultando em nanoparticulas, lipossomas, nanoemulsdes, nanocristais e
diversos outros produtos em escala nanométrica (Bhatia, 2016, p. 33). Estes, que surgem para
superar problemas cldssicos relacionados a terapéutica medicamentosa, tais como altas
dosagens terapéuticas, elevada toxicidade dos farmacos, baixa biodisponibilidade, solubilidade

e taxa de dissolucao do insumo ativo.

Através da aplicagdo de nanocarreadores, a nanotecnologia oferece a perspectiva de
possibilitar o direcionamento especifico da terapia (drug delivery), o que nao apenas aprimora
a eficacia do tratamento, mas também reduz os efeitos colaterais indesejados. O drug delivery
permite o transporte direcionado e controlado dos medicamentos ao local de acdo, promovendo

uma terapia mais eficaz (Weissig; Pettinger; Murdock, 2014, p. 4357).

No recente cenario, os nanomateriais t€ém sido de suma importancia no combate a
pandemia do virus da COVID-19, tanto na prevengao quanto para a terapia, contribuindo com
novas vacinas e medicamentos, desenvolvimento de testes sorologicos mais especificos e

agindo como ferramentas moduladoras do sistema imune (Weiss et al., 2020, p. 6383).

2.4.1 Carreadores lipidicos nanoestruturados

Por "nanoparticula" entende-se uma particula que existe em um estado liquido, solido
ou super-resfriado e que esta localizada na escala nanométrica. As nanoparticulas lipidicas

solidas (NLS) representam a primeira geracdao de nanoparticulas lipidicas. Elas sdo compostas
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por lipidios que mantém sua estrutura solida tanto em temperatura ambiente quanto corporal.
Estes lipidios consistem em glicerideos, ceras ou suas combinagdes. Nas NLS o farmaco pode
ser incorporado sendo dissolvido no lipideo fundido, para farmacos lipofilicos. No caso de
farmacos hidrofilicos, ocorre a solubilizagdo do ativo em uma fase aquosa para posterior

incorporacao a fase oleosa (Muller et al., 2002, p. 131).

As NLS nao conseguem aprisionar grandes quantidades de farmacos em suas matrizes,
isso porque o lipideo fundido tende a se recristalizar durante o resfriamento de forma que
acabam expulsando o ativo que deveria ser incorporado em sua matriz (figura 3) (Pathak, Keshri
e Shah, 2011, p.357).

Figura 3 - Estrutura cristalina altamente ordenada de uma NLS (& esquerda), levando a expulsao do farmaco e
estrutura menos perfeita de uma CLN (a direita), apresentando melhor aprisionamento do farmaco.

Expulsdo _» Droga
NLS . CLN
g/ Matriz Lipidica "' Matriz Lipidica menos

ordenada
altamente ordenada

Fonte: Adaptado de Muller, ef al (2016).

Para superar tal dificuldade, foram desenvolvidos os carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN), tendo sua matriz composta por lipideos solidos e lipideos liquidos a temperatura

ambiente e corporal.

A premissa dos CLN se baseia na formagdo de cristais menos perfeitos, utilizando
lipideos que diferem entre si em tamanho molecular e forma conformacional. Conforme
exemplificado na figura 3, a matriz cristalina menos perfeita reduz ou evita a expulsido de
farmacos, possuindo maior capacidade de aprisionamento destes. Por esse motivo a escolha da
composicao lipidica ¢ uma fase fundamental para obten¢ao de uma matriz menos cristalina pois
influencia diretamente na eficiéncia de encapsulacdo dos CNL (Pathak, Keshri e Shah, 2011,
p.357). Os CLN permitem a incorporagdo de fairmacos tanto hidrofilicos quanto lipofilicos,
além de possuirem propriedades como biocompatibilidade, baixa toxicidade e boa estabilidade
(Muller et al., 2002, p. 131; Li et al., 2017, p. 122).
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Para produzir CLN, lipidios so6lidos e liquidos s3o misturados, resultando em
nanoparticulas lipidicas que apresentam uma diminui¢@o no pico de fusdo em comparagdo com
o lipideo soélido inicial, mas que ainda se mantém solidas a temperatura ambiente e corporal.
Dependendo da composi¢do e da forma de produgao, trés tipos de CLN podem ser obtidos,

conforme ilustrado na figura 4.

Figura 4 - Diferentes tipos de CLN, conforme composigado e estado cristalino.

1. Matriz Imperfeita 2. Matriz Amorfa 3. Tipo Multiplo

. Farmace Farmaco S Nanocompartimentos
Cristais lipidicos Lipideo amorfo Lipideo solido olB0505

de varias formas

Fonte: adaptado de LI, et al. (2017).

O tipo matriz imperfeita € resultante da recristalizacdo de uma matriz altamente
desorganizada, ¢ definido pela presenca de lacunas que albergam o farmaco. O de matriz
amorfa, recebe essa definicdo devido a ndo recristalizagao do lipideo s6lido apds o resfriamento,
sua matriz lipidica encontra-se no estado sélido, porém nao ¢ cristalina. Por fim, o tipo multiplo
¢ semelhante a uma emulsdo agua/dleo/dagua, com o lipideo liquido localizado em
nanocompartimentos oleosos envoltos pelo lipideo sélido. O tipo multiplo ¢ frequentemente
utilizado para farmacos onde a solubilidade em 6leo ¢ muito maior que a solubilidade em
lipideos so6lidos, como o retinol (Muller; Radtke e Wissing, 2002, p. 131). Sao diversas as vias
de administragdo dos CLN, dependendo do objetivo do tratamento e do local de agdo desejado.
Por possuirem tamanho reduzido, geralmente de 10 a 200 nm, apresentam boa permeagao nas
camadas mais externas da pele, o que ajuda a melhorar a penetragdo de medicamentos através
da barreira cutanea, resultando em uma maior eficacia no tratamento, bem como melhorando a

estabilidade e biodisponibilidade oral de farmacos hidrofobicos (Li ef al., 2017, p. 122).

2.4.2 Metodologia de obtengdo dos nanocarreadores lipidicos
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As metodologias aplicadas para a obtengdo dos NLS e CLN ndo diferem muito entre si.

Cada método tem suas vantagens e desvantagens em termos de controle de tamanho e

caracteristicas dos nanocarreadores produzidos. A escolha do método depende da aplicacao

desejada e das propriedades especificas dos lipideos, demais excipientes e ativos que irdo

compor o CLN. A seguir estdo listadas algumas das metodologias mais utilizadas na produgao

das nanoparticulas:

A) Homogeneizagao de alta pressdo a quente ou a frio: A homogeneizagdo de alta pressao

B)

e suas versdes “a frio” ou “a quente” € uma técnica comumente utilizada. Essa técnica
¢ realizada pela aplicacao de alta pressao e energia cinética a uma mistura de lipideos
em meio aquoso. Em sua versdo a quente, o farmaco ¢ dissolvido ou disperso na fase
lipidica ja fundida, formando uma pré-emulsdo em uma solu¢do de surfactante de
temperatura equivalente por agitacdo constante. Posteriormente, a pré-emulsdo serd
submetida a um homogeneizador de alta pressao. A alta pressdo e energia cinética
aplicadas nesse processo de homogeneizagao resultam na quebra e reorganizacdo dos
lipideos, esse processo influencia diretamente no tamanho da nanoparticula obtida. O
tamanho das nanoparticulas podem ser controlados ajustando-se parametros como a
pressdo aplicadas, o tempo de homogeneizagao, nimero de ciclos, a composi¢ao lipidica
e a escolha dos surfactantes. A nanoemulsdo quente obtida recristaliza ao ser resfriada
em temperatura controlada, formando o CLN (Duarte, 2016; Muller et al., 2016; Li et
al., 2017). Por outro lado, na homogeneizacao a frio, h4 o uso do nitrogénio liquido. O
nitrogénio liquido tem como fun¢do solidificar a mistura obtida entre o farmaco e o
lipideo previamente fundido. Apo6s a solidificacao, a mistura € triturada para obtencao
de microparticulas lipidicas. O produto dessa trituragdo ¢ misturado a uma solucdo de
tensoativos, sob cisalhamento, formando uma pré-suspensdo. Essa pré-suspensdo sera
homogeneizada sob alta pressdao, com posterior formagao dos CLN (Muller ez al., 2000,
p. 161; Wissing et al., 2004, p. 1257).

Emulsificagdo-difusdo: Este método ¢ caracterizado pela utilizagdo de solventes
organicos para solubilizar o lipideo at¢ a formacao de uma solugao lipidica. Essa solu¢do
lipidica sera adicionada a uma fase aquosa (contendo emulsionante), resultando em uma
emulsdo O/A. Apoés a formagdo da emulsdo, ocorre a etapa de difusdo. Nesta etapa, sera
adicionada agua em excesso a emulsdo. Com isso, o solvente organico presente nas
goticulas lipidicas comeca a se difundir para a fase aquosa externa. Isso ocorre devido

a uma diferenca de concentracdo entre a fase lipidica interna e a fase aquosa externa.
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E)
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Conforme o solvente organico ¢ removido, ocorre a solidificagdo das nanoparticulas
lipidicas, dependendo da natureza do lipidio utilizado, provocando a precipitagdo das
nanoparticulas que podem ser separadas posteriormente por ultracentrifugagdo. E uma
técnica eficiente para a preparagdo de nanoparticulas lipidicas, oferecendo vantagens
como a melhoria da solubilidade e estabilidade de compostos ativos lipofilicos
(Mehnert; Mader, 2012, p. 83; Muller; Keck, 2011, p. 207).

Microemulsdo: o método de microemulsdo ¢ um dos métodos utilizados no processo de
producdo de nanocarreadores lipidicos. Envolve a formagdo de uma mistura
termodinamicamente estavel de lipideo fundido, tensoativos e agua. Essa mistura forma
uma fase altamente dispersa e homogénea, conhecida como microemulsdo. A
microemulsdo ¢ utilizada como fase precursora da formacado de nanoparticulas, isso
porque os CLN sao obtidos ap6s um processo de quebra da microemulsao por diluicao
em uma solucao aquosa fria. A vantagem deste processo ¢ que nenhum equipamento
caro (homogeneizador) ¢ necessario. Portanto, esse processo ¢ muito popular em
laboratdrios menos equipados (Muller ef al., 2016, p. 161).

Emulsificagdo-evaporagdo: Nesse método, utiliza-se um solvente organico para
solubilizar os lipideos. A fase lipidica ¢ entdo emulsionada em uma fase aquosa
contendo um emulsionante. Essa emulsificagdo pode ser realizada por meio de agitagao
mecanica, sonicagdo ou outro método adequado para garantir uma dispersdo homogénea
dos lipidios na fase aquosa. O solvente organico ¢ entao evaporado, geralmente por meio
de aquecimento ou aplicagao de vacuo, resultando na formagdo de nanocarreadores
lipidicos solidos. Uma vez que o solvente organico tenha sido completamente
evaporado, os CLN sdo obtidos. Eles podem ser separados por meio de centrifugacgao,
filtracdo ou outro método de separacdo adequado (Silva et al., 2011, p. 158).
Emulsificagdo-ultrassom: O método de emulsificagdao-ultrassom, também conhecido
como método de dispersdo por ultrassom, ¢ uma técnica utilizada para produzir
emulsdes estaveis e nanoestruturadas por meio da aplicagdo de ondas ultrassonicas de
alta frequéncia. O processo envolve a transformagdo de uma pré-emulsdo em uma
emulsdo mais fina e homogénea, resultando em particulas de tamanho reduzido, muitas
vezes na faixa nanométrica. Primeiramente, uma combinagao dos lipideos e do farmaco
¢ aquecida até atingir uma temperatura 10°C acima do ponto de fusdo do lipideo so6lido.
A seguir, a fase aquosa, que contém os tensoativos, ¢ incorporada gradualmente,
resultando em uma pré-emulsdo. Essa pré-emulsdo ¢ entdo submetida ao processo de

ultrassom por meio de uma sonda especializada (Das e Chaudhury, 2011, p. 62).
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F) Emulsificacdo dupla: O método de emulsificagdo dupla, também conhecido como
método de dupla emulsificagdo ou método de emulsificacdo multipla, ¢ uma técnica
empregada para a obten¢do de sistemas emulsionados complexos, como emulsdes
multiplas do tipo agua/6leo/agua. Esse método ¢ especialmente util para a encapsulagio
de substincias hidrofilicas ou lipofilicas em multiplas camadas de emulsdes.
Inicialmente fase interna, que contém o ativo a ser encapsulado e ¢ normalmente aquosa,
¢ emulsionada utilizando um agente emulsificante apropriado. Isso resulta na formagao
de pequenas goticulas da fase interna dispersas na fase continua, que ¢ geralmente uma
fase oleosa. A emulsdo interna recém-formada ¢ entdo adicionada a fase externa, que
pode ser uma fase aquosa ou oleosa, dependendo da natureza da emulsdo interna.
Novamente, um agente emulsificante ¢ utilizado para dispersar as goticulas da emulsao
interna na fase externa. A mistura ¢ adicionada a uma fase externa, que contém seu
determinado tensoativo. Por fim, a emulsdo resultante segue para a sonda de ultrassom

(Becker et al., 2016, p. 317).

2.5 Ensaios de pré-formulacio

Para que os nanocarreadores cheguem ao mercado como medicamentos, ¢ essencial
conduzir estudos de pré-formulagao rigorosos, para garantir a seguranca, eficacia e qualidade
do medicamento. Em formulagdes compostas por multiplas substancias, como os CLN, ¢
crucial realizar andlises de compatibilidade entre o IFA e os excipientes. Isso se deve ao fato
de que interagdes e incompatibilidades potenciais precisam ser investigadas. Nesse contexto, a
utilizacao de ferramentas capazes de indicar interagdes entre os componentes da formulagao se
mostra benéfica para prevenir complicagdes resultantes de incompatibilidades (fisicas ou
quimicas), auxiliando na sele¢do de excipientes (Chadha; Bhandari, 2014, p. 82; Alves et al.,

2017).

2.5.1 Cristalinidade dos carreadores lipidicos nanoestruturados

\ .

A cristalinidade da matriz lipidica em CLN refere-se a organizacdo estrutural dos
lipidios dentro das nanoparticulas. Essa organizagao pode variar de amorfos (ndo cristalinos) a
cristalinos, dependendo das caracteristicas dos lipidios utilizados, das proporgdes entre eles e

dos processos de fabricacao empregados. Matrizes cristalinas sdo caracterizadas por cadeias de
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acidos graxos dispostas em uma estrutura ordenada e regular. Durante a recristalizagdo,
decorrente do processo de resfriamento da emulsdo obtida, os lipideos s6lidos tendem a sair de
sua forma polimoérfica menos estavel e retornar a forma mais estavel, induzindo a reorganizagao
de sua estrutura para um estado altamente ordenado. Essa organizacdo pode ter implicagdes
significativas para o desempenho do nanocarreador e sua capacidade de liberar o farmaco

encapsulado (Severino et al., 2011, p. 101; Gordillo e Mora, 2018, p. 285).

Os CLN se diferenciam das NLS pela presenca de um lipideo em estado liquido em sua
formulagdo. Essa caracteristica confere vantagens, como a diminui¢do da rigidez tipica da
cristalinidade presente em lipidios solidos. Essa modificacdo resulta em um aumento na
capacidade de encapsulamento de farmacos, ao mesmo tempo em que reduz a propensao a
liberagdo prematura desses farmacos a partir da matriz. A calorimetria exploratdria diferencial
(DSC) ¢ frequentemente empregada na avaliacdo da cristalinidade da matriz lipidica composta
por lipideos so6lidos e liquidos. Essa técnica ¢ valiosa para determinar o indice de cristalinidade
(IC) nas misturas lipidicas e nas nanoparticulas, podendo ser refinada por meio da sua
combinagdo com a Difra¢do de Raios-X (DRX) (Kovacevic et al., 2011, p. 163; Rocha et al.,
2022, p. 179143). Assim, diferentes lipideos solidos e liquidos podem ser usados para obtencao
de CLN com distintos indices de cristalinidade. Essas variagdes sdo determinadas pela
composi¢ao, que inclui diferentes tipos de acidos graxos, além de combinagdes de mono, di e
triglicerideos e pela proporcao de lipideos empregada (Pathak; Keshri; Shah, 2011, p. 357). O

indice de cristalinidade de nanoparticulas pode ser calculado através da equagao 1.

AHNp

100
AHLS x fase lipidica *

IC (%) =

Equagdo 1: Indice de cristalinidade

Onde, AHNp ¢ a entalpia de fusdo dos CLN, AHLS ¢ a entalpia de fusdo do lipideo
solido e a fase lipidica ¢ a quantidade de lipideo solido presente na nanoparticula (Kovacevic

etal., 2011, p. 163; Madureira et al., 2015, p. 22665).

2.5.2 Determinacdo do equilibrio hidrdfilo-lipdfilo

Em 1948 foi publicado pela primeira vez o equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) para a

classificacdo e selecdo de emulsificantes pela Atlas Powder Company e, em 1949, o conceito
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de equilibrio hidrofilo-lipofilo (EHL) foi apresentado pela primeira vez pelo quimico William
Griffin (Atlas, 1948). Segundo Griffin, o efeito emulsificante esta relacionado ao EHL e
representa o equilibrio de for¢a e tamanho de grupos hidrofilicos e lipofilicos que constituem
esse emulsificante. O indice de EHL reflete um valor numérico, em uma escala adimensional
de 1 a 18, e indica a capacidade de uma substancia em se distribuir entre duas fases imisciveis.
Esse valor numérico pode variar de valores muito baixos (abaixo de 9), indicando maior
afinidade com a fase organica (lipofilico), a valores muito altos (acima de 11), indicando maior
afinidade com a fase aquosa (hidrofilico), valores entre 9 e 11 sdo considerados intermediarios

(Americas, 1984).

A determinacdo do EHL ideal para uma formulagdo auxilia na escolha correta do
emulsificante que sera adicionado a composi¢do da nanoparticula, haja vista que influenciam
diretamente na estabilidade diminuindo a tensdo interfacial entre as fases oleosa e aquosa.
Medicamentos com EHL balanceado também podem apresentar maior estabilidade em
formulagdes aquosas, evitando problemas como a separacdo de fases ou alteragdes de

concentragdo durante o armazenamento (Americas, 1984; Jin et al., 2008, p. 226).

Quando dois ou mais emulsificantes sdo misturados em uma emulsdo, ¢ possivel

calcular o EHL da emulsdo a partir da equagao 2.

(%TensA x EHLA) + (%TensB x EHLB)
100

Equagdo 2: EHL requerido

EHLreq =

Onde, %TensA, EHLA, %TensB e EHLB sao a porcentagem e EHL do tensoativo A e
a porcentagem e EHL do tensoativo B, respectivamente. EHLreq denota o valor de EHL obtido

na formulagao.

2.5.3 Analises térmicas

A Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) desempenha um papel fundamental na
avaliacgio da compatibilidade de sistemas de liberagio de firmacos. E uma técnica
termoanalitica que mede as diferengas de calor absorvido ou liberado por uma amostra em

relagdo a uma referéncia, a medida que € aquecida ou resfriada sob condigdes controladas. No
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contexto de CLN, a DSC ¢ de extrema importancia para detectar interagdes fisicas e quimicas
entre os componentes do nanocarreador, como lipidios, surfactantes e fArmacos, através da
analise das transi¢des térmicas, como fusdo e termodecomposicao (Mura ef al., 1998, p.151).
Ao realizar a DSC de diferentes combinagdes de componentes, é possivel determinar quais
lipidios, surfactantes e farmacos sdo mais compativeis entre si. Essa informagao ¢ crucial para
a sele¢do dos materiais adequados na formulagdo dos CLN, garantindo a estabilidade do sistema
ao longo do tempo e evitando possiveis degradagdes (Rocha et al., 2022, p. 179143). Para
iniciar a analise, a amostra ¢ a referéncia sdo colocadas em compartimentos separados e

submetidas a um sistema de aquecimento controlado, conforme ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Diagrama Geral de um Calorimetro Diferencial de Varredura.

Computador

AB

N Blindagem

Controle de Aquecedor de Célula

Legendas: C = células; AB = aquecedores de blindagem; AC = aquecedores de células individuais; T =

sensores de temperatura.

Fonte: Adaptado de Spink (2008).

Os materiais a serem analisados ficam localizados em células que estdo envoltas por uma
blindagem constantemente aquecida. Além do aquecimento da blindagem, a amostra e células
de referéncia sdo aquecidas por aquecedores individuais nas células. Sdo empregados também
sensores de temperatura, que determinam se ha uma diferenca de temperatura entre as duas
células e, por meio do controle do computador, aplicam o calor de compensacao apropriado as
células para manter a diferenca de temperatura proxima de zero. Dessa forma, qualquer energia
térmica absorvida ou liberada pela amostra ¢ comparada a referéncia, permitindo a detec¢ao de
mudangas térmicas (Spink, 2008, p. 115). O resultado da variagdo de temperatura obtido em

funcdo do tempo ou da temperatura na analise ¢ expresso através de uma curva. A curva mostra
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picos e vales que correspondem as transi¢des térmicas ocorrendo na amostra, como fusdo,
cristalizagdo, transi¢des de fase, reacdes quimicas, decomposi¢do térmica, entre outros eventos.
Um pico endotérmico indica uma absor¢ao de calor pela amostra, como fusdo ou vaporizagao.
Um pico exotérmico indica uma liberagdo de calor, como cristalizacdo ou outras reagoes

exotérmicas (Mura et al., 1998, p. 151; Naziris et al., 2021, p. 163).

Uma outra técnica termoanalitica que desempenha um papel significativo na avaliagdo
da compatibilidade em emulsdes multicomponentes, como os CLN, ¢ a Termogravimetria
(TG). A TG ¢ usada para investigar mudangas de massa em uma amostra conforme ela ¢
aquecida ou resfriada, fornecendo informagdes importantes sobre a degradacao, volatilizagdo e
estabilidade térmica dos componentes presentes nos CLN. Mudancas na curva de massa-tempo
indicam a ocorréncia de processos de decomposicao ou reagdes quimicas, que podem impactar
a estabilidade e a eficdcia do sistema (Chadha; Bhandari, 2014, p. 82; Mansfield, 2015, p. 167).
A TG se originou a partir da combinagdo de duas técnicas amplamente utilizadas: a
termometria, que mede a variagdo de temperatura, € a gravimetria, que mede a variacao de
massa. A unido dessas abordagens resultou em uma metodologia que possibilitou estudar a
influéncia da temperatura na alteracdo da massa de uma amostra (Coats; Redfern, 1963, p. 906).
A partir da TG, pode ser analisada a termogravimetria derivada (DTG), que como o proprio
nome faz referéncia ¢ uma técnica que calcula a derivada da curva de TG. Enquanto a
termogravimetria tradicional mede a variacdo da massa de uma amostra em fungdo da
temperatura, a DTG fornece informacdes adicionais sobre as taxas de variagdo da massa em
relagdo a temperatura, possibilitando a determina¢do com maior precisdo dos pontos de perda

ou ganho de massa (Peres, 2010).

2.5.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma técnica
analitica a baseada no principio de que as moléculas tém diferentes vibragdes e rotacdes e que
um aumento dessa energia resultard numa variagao do momento dipolar da molécula (Kamnev
et al., 2021, p. 1146). Através do algoritmo de Transformada de Fourier ¢ possivel obter um
espectro infravermelho composto por bandas de absor¢ao que correspondem a diferentes grupos
funcionais presentes nas moléculas da amostra. Com isso, a FTIR permite a identificacao de
grupos funcionais presentes em lipidios, surfactantes e farmacos. Isso ¢ crucial para determinar

quais interagdes quimicas sdo possiveis entre esses grupos funcionais, auxiliando na
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compreensdo das mudangas estruturais que podem ocorrer. Mudangas nos espectros FTIR
podem indicar degradagdo dos componentes, reacdes indesejadas ou alteracdes estruturais que
podem comprometer a qualidade e a eficacia dos CLN. Dessa forma, a FTIR oferece

informagdes valiosas para o desenvolvimento e a otimizacao de formulagdes.

2.5.5 Difracao de raios-X

A difracdo de raio x (DRX) ¢ uma técnica analitica utilizada para investigar a estrutura
cristalina ou amorfa de uma molécula (Dorofeev et al., 2012, p. 675) A técnica baseia-se na
interagdo entre os raios X e os 4&tomos presentes na amostra, quando um feixe de raios-X incide
sobre uma amostra cristalina uma fragdo dos raios-X sao refletidos em angulos especificos
determinados pelas distancias interplanares dos dtomos da molécula. Os raios-X difratados vao
se dispersar, criando padrdes de difracdo que irdo fornecer informagdes detalhadas sobre a rede
cristalina na amostra. A leitura feita pelo difratdmetro de raios-X estabelece uma relagdo entre
o angulo de incidéncia dos raios-X, a distancia entre os planos atdmicos e o comprimento de
ondas dos raios X difratados gerados pelo material e a intensidade da leitura, o que gera picos,

linhas ou reflexdes de Bragg (Pope, 1997, p. 129).

Na area farmacéutica, a DRX ¢ uma técnica versatil e amplamente utilizada, a analise
de pos por DRX € comum para investigar a presenca de fases cristalinas e amorfas em amostras,
além de avaliar a compatibilidade entre fArmacos e excipientes haja vista que a mistura desses
componentes pode resultar em processos de amorfizagdo ou cristaliza¢do induzida, impactando
na dissolucao, biodisponibilidade e estabilidade do ativo. Possiveis interagdes entre firmacos e
excipientes podem ser reveladas através da técnica de DRX, uma vez que materiais amorfos e
cristalinos produzem padrdes de difragdo distintos (Callister, 2002; Prado ¢ Rocha, 2015, p.
2080).

2.6 Planejamento quali-quantitativo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

O planejamento quali-quantitativo de CLN ¢ uma abordagem que combina métodos
qualitativos e quantitativos para o desenvolvimento e a otimizagdo desses sistemas de entrega
de farmacos. Essa abordagem visa entender tanto os aspectos qualitativos, como interagdes

quimicas e estabilidade, quanto os aspectos quantitativos, como eficicia de liberacao de
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farmacos e tamanho de particulas, a fim de criar formulagdes eficazes e estaveis (Ebrahimi,
Leardi, Jalali, 2014, p. 12). O planejamento envolve a avaliagdo dos melhores parametros a
serem empregados para se obter uma formulacdo com caracteristicas ideais, visando
estabilidade e via de administracdo. Os pardmetros varidveis normalmente envolvem poténcia
do equipamento, tempo de sonicagdo, temperatura, porcentagem total de lipideos, concentragao

dos emulsificantes e propor¢ao entre lipideos liquidos e s6lidos (Wu e Hamada, 2011).

A caracterizagdo quantitativa envolve a interpretacdo de parametros fisicos e quimicos
dos CLN, como indice de polidispersdo (Pdl), potencial zeta (PZ), diametro médio das
particulas e eficiéncia de encapsulacao (EE). Essas medidas quantitativas sdo essenciais para
avaliar a eficicia e o desempenho do sistema de liberagdo de farmacos. O objetivo ¢ realizar o
minimo de formulagdes possiveis, variando os parametros ajustdveis a uma faixa de
concentragdo pré-definida, seja por um planejamento estatistico ou por levantamento de dados

na literatura (Duarte, 2016).



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar carreadores lipidicos nanoestruturados contendo o
Antimoniato de Meglumina para o tratamento de leishmaniose.

3.2 Objetivos especificos

a) Realizar triagem lipidica com diferentes lipideos liquidos;
b) Realizar estudos de EHL das formulagdes;

¢) Avaliar a compatibilidade do IFA com os excipientes;

d) Realizar planejamento quali-quantitativo;

e) Desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN);
f) Realizar caracterizagao fisico-quimica dos CLN;

g) Avaliar a potencial atividade leishmanicida in vitro dos CLN.

38
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os materiais utilizados no desenvolvimento dos nanocarreadores e nos estudos de
compatibilidade foram obtidos a partir de fornecedores qualificados. Foram empregados: o
lipidio s6lido a temperatura ambiente, Dynasan® 116 (doado pela OIO Chemical), os lipidios
liquidos a temperatura ambiente, Miglyol® 812 (doado pela OIO Chemical) e acido oleio
(doado pela Croda), os agentes surfactantes 6leo de ricino etoxilado EO30 (doado pela
MCassab) e Span™ 80 (doado pela Croda) e o farmaco (Antimoniato de Meglumina) adquirido
da Acros organics. O tensoativo Pluronic® F-127 foi comprado da Sigma (St Louis, EUA).
Além disso, foram utilizados solventes apropriados para a conducdo de testes de dosagem e

outros ensaios.

4.2 Métodos
4.2.1 Ensaio de pré-formulagao

O estudo de pré-formulacio ¢ uma etapa essencial do desenvolvimendo de novos
medicamentos (Pani ez al., 2011, p. 219). Protocolos atuais recomendam a utilizacao de
misturas em propor¢des (m/m) iguais entre o farmaco e demais excipientes. Além disso, o uso
combinado de técnicas termoanaliticas com as espectroscopicas permite uma compreensao
aprofundada e melhor visualizacdo das interagdes fisicas ou quimicas e auxiliam na sele¢do

dos excipientes adequados (Chadha; Bhandari, 2014, p. 82).

4.2.1.1 Triagem lipidica

Foram conduzidas analises por calorimetria exploratoria diferencial (DSC, sigla em
inglés) do lipideo s6lido Dynasan116® e suas combina¢des com dois lipideos liquidos (na
propor¢io 1:1), nomeadamente Dynasanl16® com Acido oleico e Dynasanl16® com
Miglyol®812. Para a analise de DSC, aproximadamente 2 + 0,05 mg das amostras foram
cuidadosamente depositadas em um cadinho de aluminio e posteriormente lacradas. O
procedimento ocorreu em uma atmosfera dindmica de nitrogénio, com uma vazdo de 50

mL.min"! e uma taxa de aquecimento de 10°C.min"" abrangendo a faixa de temperatura de 25°C
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a 300°C. Mudangas significativas como diminui¢ao ou desaparecimento de picos, redu¢do do
pico de fusdo e entalpia serdo utilizados como indicativos de diminui¢do do perfil de

cristalinidade do lipideo soélido.

4.2.1.2 Determinag¢do do equilibrio hidrofilo-lipdfilo da formulagdo

Foram conduzidos experimentos empregando os lipidios selecionados, apds o ensaio de
triagem lipidica, em diversas formulag¢des variando a proporcao de diferentes tensoativos de
EHL conhecido, um hidrofilico (EHL alto) e outro lipofilico (EHL baixo). Um procedimento
experimental comparativo foi realizado, testando dois pares de tensoativos diferentes em nove
emulsdes para cada par. O objetivo era identificar a emulsdo que apresentasse maior
estabilidade e determinar o EHL requerido (EHLreq) para a fase oleosa. As analises foram
realizadas combinando a proporgio entre o Span® 80 (EHL=4,3) e o Pluronic® F-127 (EHL=22)
e entre o Span® 80 (EHL=4,3) e o 6leo de ricino etoxilado 30EO (Alkest® CSO 300)
(EHL~=11,7). A composi¢ao da emulsdo foi de: tensoativos 10% (p/p), lipideo sélido 7% (p/p),
lipideo liquido 3% (p/p) e dgua MilliQ 80% (p/p). A proporgao entre os tensoativos hidrofilico
e lipofilico para alcangar a emulsdo mais estavel foi calculada com base na equagao de EHL

requerido apresentada no topico 3.5.2 (ICI Americas, 1984; Griffin, 1949, p. 311).

(%TensA x EHLA) + (%TensB x EHLB)
100

Equagdo 2: EHL requerido

EHLreq =

Onde, %TensA, EHLA, %TensB e EHLB sdo a porcentagem e EHL do tensoativo A e
a porcentagem e EHL do tensoativo B, respectivamente. EHLreq denota o valor de EHL obtido

na formulagao.

4.2.1.3 Ensaios de compatibilidade

Foi realizado um ensaio de compatibilidade entre o farmaco e os excipientes com o

objetivo de analisar possiveis incompatibilidades com os componentes que seriam utilizados
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para o desenvolvimento dos CLN deste estudo. Andlises dos componentes isolados, bem como

suas misturas bindrias, ternarias e totais foram realizadas por TG/DTG, DSC E FTIR.

4.2.1.3.1 Calorimetria exploratdria diferencial

A DSC dos compostos isolados e de suas misturas ternarias e mistura total foi realizada
conforme procedimento descrito no topico 4.2.1.1. Mudangas nos principais eventos térmicos

caracteristicos de cada substancia foram avaliadas.

4.2.1.3.2 Termogravimetria

A andlise TG foi realizada sob atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 100
mL/min, razdo de aquecimento de 10 °C/min, m temperatura entre 20 a 600 °C no equipamento
DTG-60H (Shimadzu®, Japao). Nos testes conduzidos utilizaram cerca de 5 £+ 0,05 mg das
amostras dos componentes isolados, suas misturas ternarias e mistura total. Os eventos térmicos
e a derivada (DTG) foram determinados pelo software Shimadzu® TA-60WS e os graficos
gerados pelo OriginPro® 2018.

4.2.1.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros correspondentes a regido do infravermelho foram adquiridos através de uma
varredura no infravermelho médio, abrangendo a faixa de 4000 a 500 cm™ com 45 scans e
resolugio de 8 cm™!. A anélise foi realizada utilizando pastilhas de KBr, com uma resolucio de
1 cm™! baseado no método de Aminu (2021). Antes de cada medi¢io, uma leitura do "branco"
foi realizada, utilizando o suporte de amostras contendo exclusivamente a pastilha de KBr. Para
obter os espectros vibracionais, um processo de mistura foi empregado, envolvendo uma
quantidade especifica da amostra juntamente com o KBr, na propor¢cdo de 1:100.
Posteriormente, essa mistura foi pulverizada e comprimida utilizando prensa hidraulica
Shimadzu® por aproximadamente 10 minutos, resultando em uma fina pastilha. Essa pastilha
foi entdo colocada no suporte de amostras e a leitura foi efetuada em espectrometro IRTracer-

100 (Shimadzu®).
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4.2.2 Planejamento quali-quantitativo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Foi realizado um planejamento quali-quantitativo dos CLN com o objetivo de escolher o
CLN mais promissor, sem a aplicagao de um método estatistico. A analise qualitativa envolveu
a observacao e interpretagdo de propriedades visuais macroscopicas. O planejamento
quantitativo, por outro lado, envolveu a analise de propriedades fisicas, Opticas e térmicas dos
CLN usando métodos instrumentais e técnicas de analise mais precisas. No presente trabalho
as informagoes quantitativas consideradas foram o indice de polidispersao (PdI), potencial zeta
(PZ), Diametro médio das nanoparticulas e eficiéncia de encapsulagdao (EE) (Soltani ef al.,
1999, p. 7303; Miranda et al., 2006, p. 1013; Garcia e Palencia, 2021, p. 148524). Os
parametros selecionados como varidveis foram a quantidade total de lipideos na formulacao, a
proporcao de lipideos sélido e liquido, o tempo e a poténcia de sonicacdo. A escolha de tais
fatores foi realizada com base em estudos disponiveis na literatura que relatam a influéncia
dessas varidveis nos parametros criticos da qualidade das formulagdes, tais como Pdi, PZ,
diametro médio e EE (Silva et al., 2011, p. 158; Zheng et al., 2013, p. 76; Apostolou et al.,
2021, p. 2859). A escolha da faixa de variacdo de lipideos, tempo de sonicagdo e poténcia do
aparelho foi definida com base em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa (Costa, 2019;
Souza, 2022). Com base nos resultados obtidos por Costa (2019) e Souza (2022), a faixa
definida para o ensaio foi de 7 ¢ 10% para porcentagem de lipideos totais, 65/35 ¢ 85/15 para
proporcao de lipideo so6lido/liquido, 50 e 70% de amplitude para a poténcia do equipamento de
ultrassom e tempo de sonicagio de 5 e 10 minutos. E importante enfatizar que a proporgao entre

o tensoativos hidrofilico/lipofilico foi definida anteriormente, em estudos prévios de EHL.

4.2.3 Obtencdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

O método utilizado para a elaboracdo dos CLN consistiu na técnica de dupla

emulsificagdo por ultrassom a quente, conforme esquematizado na figura 6.

Figura 6 - Método de dupla emulsificagdo por ultrassom a quente

Agquecimento da Gotejamento da fase o/a Fase A2 vertida
fase O Al nafase QO em O/Al
Resfriamento Ultrassonicagao
c —
CLN (A1/0/A2) (A1/0/A2)

Fonte: Autoria propria.
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Primeiramente, toda a fase oleosa (O), incluindo o tensoativo lipofilico (Span® 80), foi
aquecida (5-10°C acima do ponto de fusao do lipidio s6lido). Em seguida, a fase aquosa interna
(A1) contendo o farmaco foi adicionada a fase oleosa pelo método de gotejamento, sob agitacao
magnética por 1 min para a formacdo da emulsdo primaria O/A.A fase aquosa externa (A»),
com seu respectivo tensoativo hidrofilico (Alkest® CSO 300), foi aquecida separadamente e
posteriormente foi vertida na emulsdo primaria (O/Ai) e submetida ao processo de
ultrasonicacao por meio de um sonicador de sonda (Ecosonics® QR 800, Sao Paulo), utilizando
os tempos e poténcia pré-determinados pela andlise fatorial. A emulsao formada (A1/O/A») foi
resfriada em banho de gelo até a formagdao do CLN por recristalizacdo da fase lipidica (Das e
Chaudhury, 2011, p. 62; Becker et al., 2016, p. 317). A poténcia, o tempo de sonicacdo, a
porcentagem total de lipideos e a propor¢do lipideo solido/liquido foram definidas pelo
planejamento quali-quantitativo realizado previamente e a concentracao de tensoativo total da
formulagao foi fixada em 10%, onde a proporcao de tensoativo hidrofilico/lipofilico foi de 60%
e 40%, respectivamente. A propor¢do de tensoativo hidrofilico/lipofilico foi fixada com base
no resultado obtido no estudo de EHL. Em todas as formula¢des, a fase A; correspondeu a 29%

da quantidade total de lipideos e foi usada em uma concentragdo de 23 mg/mL.

Os CLN brancos foram obtidos pelo mesmo método, sendo a fase A; composta apenas
por agua. A formulagdo mais promissora identificada neste experimento de planejamento sera
escolhida para prosseguir com a pesquisa, na qual os CLN serdo reproduzidos para fins de

caracterizagao e outros ensaios.

4.2.4 Caracterizacdo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

4.2.4.1 Didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta

O tamanho médio e o PdI das nanoparticulas foram analisados a 25°C, utilizando a
técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) com um angulo de incidéncia de luz fixo de
90°, utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). O PZ foi
avaliado através da mobilidade eletroforética no mesmo instrumento (Cavalcanti ef al., 2018,
p. 22). Para as medig¢des, todas as amostras foram diluidas em uma propor¢ao de 1:10 (v/v)
com agua ultrapura. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Foi utilizada uma cubeta

optica para DLS, no primeiro caso, € cubetas capilares, para a medi¢ao do PZ.
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4.2.4.2 Andlises térmicas

A avaliacdo do perfil de cristalinidade da matriz lipidica dos CLN obtidos, foi realizada
por técnica de DSC. O indice de cristalinidade (IC) dos CLN, foi determinado com base na

equagao de IC.

1C (%) = 2ANp 100
* T AHLS x fase lipidica x

Equagio 1: Indice de cristalinidade

Onde, AHNP ¢ a entalpia de fusdo dos CLN, AHLS ¢ a entalpia de fusdo do lipideo
solido e a fase lipidica ¢ a quantidade de lipideo solido presente na nanoparticula (Kovacevic

etal.,2011, p. 163; Madureira et al., 2015, p. 22665).

4.2.4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A FTIR foi realizada com o objetivo de confirmar a incorporacdo do farmaco nas
nanoparticulas em dispersdo e as possiveis interagdes entres os componentes. A andlise foi

realizada de acordo com metodologia descrita no topico 4.2.1.3.3.

4.2.4.4 Difragdo de raios-X

O grau de cristalinidade e a existéncia de formas polimorficas na dispersdo de
nanoparticulas foram avaliados por meio da técnica de difragdo de raios-X (DRX). O DRX foi
obtido utilizando um difratometro Smartlab® (Rigaku, Japao) equipado com anodo de cobre,
comprimento de onda 1,5443 A. A analise foi realizada na Central multiusuario do
Departamento de Fisica (DF) da UFPE. Foi utilizada taxa de varredura de 5° /min e passo de
0,03°/s (Aminu et al., 2021, p. 1). Todas as amostras foram submetidas a analise em angulo de

difracdo 2 0 na faixa de 0 a 60°.
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4.2.4.5 Determinag¢do da eficiéncia de encapsulamento

A determinagdo da eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi conduzida utilizando o
método indireto, que consiste em dosear o farmaco ndo encapsulado localizado na parte externa

do CLN (Cavalcanti et al., 2018, p. 22).

As dispersdoes das CLN foram diluidas em agua ultrapura na proporgao 1:1 (v/v) e
posteriormente submetidas a um processo de separacdo do farmaco nio encapsulado (livre)
através da ultrafiltragdo. Esse procedimento utilizou filtros Amicon Ultra-0,5 (Millipore,
Darmstadt, Alemanha) com um tamanho de poro de 30 kDa, sendo centrifugados a 8000 rpm
por 45 minutos (centrifuga Daiki DTC-16000). O filtrado (farmaco ndo encapsulado) foi
coletado e diluido novamente, dessa vez em solu¢do de HCl 6M para a quantificagao do
Antimoniato de Meglumina (AM) por a espectroscopia de absor¢do atdmica (FAAS), baseado
no método de Souza (2022). CLN sem a presenca do fAirmaco foram produzidas seguindo o
mesmo procedimento e foram empregados como o branco (CLNBr). A andlise foi realizada no
Centro Regional de Ciéncias Nucleares (CRCN) e a EE% foi calculada de acordo com a

equagao 3:

EE (%) _ (Ftota;i;t(;livre) X 100

Equacio 3: Eficiéncia de encapsulag@o.

Onde Fioa1 € a quantidade de farmaco total na nanoparticula e Fiiwe ¢ a quantidade de

farmaco nao incorporado doseado apos filtragem.

4.2.4.6 Morfologia por microscopia eletronica

Os CLN foram diluidos em 4gua ultrapurificada na propor¢ao 1:10 (v/v). Uma aliquota
de 20 pL foi dispersa em grades de cobre, seguidas do agente de contraste acido fosfotungstico
(PTA) e colocadas para secar em temperatura ambiente por 48h. 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).
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4.2.5 Ensaio de viabilidade celular

Foram realizados ensaios com MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil
tetrazolio) com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos CLN, com e sem farmaco, em células
de mamiferos. Para isso, foram utilizados macréfagos da linhagem RAW 264.7. Esses
macréfagos foram colocados em placas de 96 pogos na quantidade de 0,2 x 10° células/pogo e
incubados por 24 horas a 37°C e atmosfera com 5% de CO». Apos o periodo de incubacgio, os
compostos (AM, CLN16 e CLNBr) foram adicionados nas concentragdes entre 4,76 ug/mL e
700 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 72 h. Para o controle negativo, foram
utilizados pogos apenas com meio de cultura. J4 para o controle positivo, foi utilizado a
Miltefosina. Apds o periodo de 72 horas, foi acrescentado 25 pLL. de MTT a 5 mg/mL em PBS,
com posterior incubacdo por 2h, a 37°C com auséncia de luz. Parte do meio de cultura
juntamente com o restante de MTT foi aspirado. Para a solubilizagdo do formazan, resultante
da reducdo do MTT, foi adicionado 100 pL. de DMSO por poco. Foi realizada a leitura da
absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
concentragdo citotoxica para 50% da cultura (CCso) foi determinada por anélise de regressao

pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

4.2.6 Ensaio de atividade leishmanicida em amastigotas

Neste ensaio, macrofagos RAW 264.7 (0,2 x 10° células/pogo) foram incubados por 1h, a
37°C e atmosfera com 5% de CO.. Posteriormente, foram acrescentadas promastigotas de L.
amazonensis ou L. infantum na proporcao de 15 parasitas por macréfago, durante um periodo
de 6 h, a 37 °C e atmosfera de 5% de CO,. Foi realizada uma lavagem com o objetivo de
remover os parasitas ndo internalizados nos macréfagos e a cultura foi submetida a uma nova
incubacao na presenga de diferentes concentragdes dos compostos (4,76 a 700 pg/mL) por 72h,
a 37°C e atmosfera semelhante as incubagdes anteriores. Apds a incubagdo, 0s pogos foram
lavados e foi adicionada solu¢do de CPRG (chlorophenol red beta-D-galactopyranoside),
seguida de nova incuba¢do por um periodo de 2-6 h, a 37 °C. A leitura da absorbancia foi
realizada a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. Cada ensaio

foi realizado em duplicata.

4.2.7 Ensaio de atividade leishmanicida em promastigotas
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As Formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, cepas WHOM/00 LTB 0016
e MHOM/MA/67/ITMAP-263, respectivamente, foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s
(Sigma). As cepas foram suplementadas com 10% de soro fetal bovino, 0,0025 mg/mL de
hemina e 1% de penicilina-estreptomicina (meio completo). Em todos os experimentos foram
utilizados parasitas na fase exponencial de crescimento. Para o ensaio realizado, os parasitas
foram contados e diluidos em meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 10° células/mL e
incubados a 26°C na presenga de diferentes concentracdes das amostras (4,76 a 700pug/mL) por
72h. Apos o periodo de incubagdo, foi adicionada solugdo de CPRG (500uM, 0,5% de Nonidet
P-40, em PBS), nos pocos ja lavados. Posteriormente, foi realizada uma nova incubacao (10
minutos, a 22°C). A leitura da absorbancia foi realizada a 570 nm no espectrofotometro
THERMO SCIENTIFIC 70 Multiskan FC. Os resultados foram expressos como porcentagem
de reducao da absorbancia dos pocos com as amostras em comparacdo com parasitas nao

tratados. Cada ensaio foi realizado em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaios de pré-formulacio
5.1.1 Triagem lipidica

Com o intuito de adquirir dados referentes ao estado fisico e a cristalinidade dos lipideos
solidos em sua forma pura, bem como para confirmar quaisquer mudangas na cristalinidade
decorrentes da mistura com lipideos liquidos, € possivel empregar analises térmicas. Essas
analises permitirdo a avaliacdo de variagdes nas temperaturas e entalpias de fusdo. Neste
trabalho, foi avaliada a influéncia dos lipideos liquidos Miglyol®812 e 4cido oleico na
promocao da diminuic¢ao do perfil de cristalinidade da matriz lipidica, tendo como lipideo solido
de escolha o Dynasan®116. Para obter essas informagdes a metodologia de escolha foi a DSC
cujos resultados estdo expressos nos graficos presentes na figura 7. As informagoes referentes
as propriedades fisico-quimicas dos lipideos liquidos e s6lido utilizados neste ensaio podem ser

conferidas na tabela 1.

Figura 7 - Curva DSC do lipideo s6lido Dynasanl16® e suas misturas binarias com os lipideos liquidos 4cido
oleico e Miglyol®812

—— Dynasan116
— Dynasan11&+acido oleico
Dynasan+miglyol

DSC (mV)
Endotérmico

T - T . T - T T T T
0 50 100 150 200 250 300
TEMPERATURA ["C)

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 1 - Lipideos utilizados na triagem lipidica e suas propriedades fisico-quimicas

Lipideo Composicao Estado fisico | Temperatura | Ordenacao da
em de fusao (°C) matriz
temperatura
ambiente
Dynasan®116 | Triglicerideo Soélido 63-68 Altamente
do 4cido ordenado
Tripalmitin
(C:16)
Miglyol® 812 | Triglicerideo Liquido -5 Desordenado
dos acidos
caprilico (C:8)
e caprico
(C:10)
Acido oleico | Acido graxo de Liquido + 14 Desordenado
cadeia longa
(C:18)

Fonte: Autoria propria.

Dessa forma, a triagem lipidica foi realizada com base em mudangas ocorridas nos picos
originais do Dynasan®116 (lipideo solido). O pico endotérmico no grafico do Dynasan®116
ocorre em torno da temperatura de 65°C, correspondendo ao seu ponto de fusdo (Souto e
Muller, 2006, p. 377; Teeranachaideekul et al., 2017, p. 300). Os picos endotérmicos das
misturas bindrias com Miglyol®812 e 4cido oleico ocorreram em 59 e 57,91°C,
respectivamente. A diminui¢do no ponto de fusdo, e consequentemente na entalpia das misturas
binirias em comparacdo com o lipideo solido puro indica uma matriz menos cristalina
(Severino et al., 2011, p. 101; Rocha et al., 2022, p. 179143). A tabela 2 mostra os dados de
DSC correspondentes a pico de fusdo, entalpia, inicio e fim do pico.

Tabela 2 - Parametros DSC do Lipideo sélido Dynasanl 16® e suas misturas binarias com os lipideos
liquidos acido oleico e Miglyol®812

Amostras Trusio (°C) Inicio (°C) Final (°C) Entalpia (J/g)
Dynasan116® 65,02 61,36 68,46 -188,24
Dynasanl 16% + 5791 55,05 60,45 -90,47
acido oleico
Dynasan116® + 59,00 56,47 61,55 -85,24
Miglyol®812

Fonte: Autoria propria.

A diminui¢do na entalpia e na temperatura de fusdo dos lipideos so6lidos, quando combinados

com lipideos liquidos, pode ser explicada pela solubilidade parcial desses componentes. Isso
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torna o processo de fusdo mais eficiente, exigindo menos energia (Severino et al., 2011, p. 101;

Cavendish et al., 2020, p. 767).

Avaliando esses dados, o lipideo liquido escolhido para compor a estrutura dos CLN e
dar continuidade ao estudo foi o Miglyol®812, representando a mistura binaria com boa
diferenca entre as temperaturas de inicio e final da fusdo (alargamento de pico) e maior redugao
da entalpia de fusao do lipideo so6lido. Esses resultados significam uma menor cristalinidade da

matriz da mistura lipidica.

5.1.2 Determinacdo do equilibrio hidrdfilo-lipdfilo da formulacdo

Um dos fatores cruciais no processo de emulsificac¢do reside na estrutura e concentracao
de tensoativos, influenciando a tensdo interfacial do sistema ¢ no tamanho do CLN obtido
(Mura et al., 2021, p. 437). Aumentar a concentracao de tensoativos tende a reduzir a tensdao
interfacial, o que, por sua vez, impulsiona o processo de emulsificagdo do sistema (Das, Wai e
Tan, 2012, p. 139; Dutra et al., 2015, p. 433). Dessa forma, A avaliacdo do EHL foi realizada
através da observa¢do macroscopica das emulsdes em dois momentos distintos: o primeiro
imediatamente apos a preparagao da emulsdo e o segundo apds um periodo de repouso de 24

horas. As proporg¢des de tensoativos e valores de EHL estdo expostos na tabela 3 e 4.

®

Tabela 3 - Propor¢des de tensoativos para formulagdes contendo Span® 80 e Pluronic® e respectivos valores de

EHL.

EMULSAO | Span®80 | Pluronic®F-127 | EHL
Al 90% 10% 6,07
A2 80% 20% 7,84
A3 70% 30% 9,61
A4 60% 40% 11,38
A5 50% 50% 13,15
A6 40% 60% 14,92
A7 30% 70% 16,66
A8 20% 80% 18,46
A9 10% 90% 20,23

Fonte: Autoria propria.
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Tabela 4 - Proporgdes de tensoativos para formulagdes contendo Span® 80 e Alkest® CSO 300 e respectivos

valores de EHL.
EMULSAO Span®80  Alkest® CSO  EHL
300

B1 90% 10% 5,04
B2 80% 20% 5,78
B3 70% 30% 6,52
B4 60% 40% 7,26
B5 50% 50% 8,00
B6 40% 60% 8,74
B7 30% 70% 9,48
BS 20% 80% 10,22
B9 10% 90% 10,96

Fonte: Autoria propria.

A figura 8 e a figura 9 mostram o aspecto visual das amostras (compostas por Span80® e

Pluronic®F-127) recém preparadas e apds 24 horas em repouso, respectivamente.

Figura 8 - Aspecto visual das amostras recém preparadas utilizando o Span 80® e o Pluronic®F-127

-/; ---.. -
= - <5 - =
— % Dhas ".
A ’ ..

Iow Mg A s A1
M&J\_&,

Fonte: Autoria propria.

Figura 9- Aspecto visual das amostras preparadas utilizando o Span 80® ¢ o Pluronic® F-127, ap6s repouso de 24
horas

Fonte: Autoria propria.
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A figura 10 e a figura 11 mostram o aspecto visual das amostras (compostas por Span80® e

Alkest® CSO 300) recém preparadas e apos 24 horas em repouso, respectivamente.

Figura 10 - Aspecto visual das amostras recém preparadas utilizando o Span 80®e o 6leo de ricino etoxilado
30EO (Alkest® CSO 300)

Fonte: Autoria propria.

Figura 11 - Aspecto visual das amostras preparadas utilizando o Span 80®e o 6leo de ricino etoxilado 30EO
(Alkest® CSO 300), apos repouso de 24 horas.

Fonte: Autoria propria.

Entre os dois pares de tensoativos utilizados, os que resultaram em emulsdes com
aspectos macroscopicos mais estaveis, foram as emulsdes resultantes do par Span®80 e 6leo de
ricino etoxilado (Alkest® CSO 300). Entre essas, foi escolhida a emulsdo com EHL em torno
de 8,74, por apresentar aspecto mais transliicido entre as demais. Esse valor esta associado a
proporc¢do de 40% de Span® 80 e 60% de 6leo de ricino etoxilado (Alkest® CSO 300), e foi a

proporc¢ao utilizada para o preparo dos CLN.

O aspecto leitoso das demais formulagdes representa um parametro critico para avaliar
a estabilidade de sistemas em relacdo a diferentes valores de EHL, porque essa ocorréncia
antecipa a coalescéncia, que por sua vez pode levar a separacdo de fases e a perda completa de
estabilidade (Lieberman. Rieger e Banker, 1998). Além disso, o aspecto leitoso de uma

formulagdo pode ser indicativo de que as particulas possuem tamanho maior que 200nm
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(Kheradmandnia et al., 2010, p. 753). As informagdes contidas nas tabelas mencionadas
previamente neste topico sdo valiosas para estudos futuros que dizem respeito a criagdo de
diagramas de fases pseudoternarias. Esses diagramas delineam os limites da fase oleosa
proposta, do surfactante e da agua, fornecendo diretrizes para a criagdo de sistemas

emulsionados (Barcelos et al., 2013).

5.1.3 Ensaios de compatibilidade

Em formulagdes que envolvem multiplos componentes, como ¢ o caso dos CLN, ¢
essencial conduzir uma analise de compatibilidade entre o IFA e os excipientes. Isso ¢ crucial,
uma vez que interacdes e incompatibilidades potenciais podem resultar em desafios na

formulagao e, ao longo do tempo, ocasionar impactos adversos no organismo.

Os componentes selecionados para compor os CLN deste estudo foram o lipideo solido
Dynasan®116, o lipideo liquido Miglyol®812 e os emulsificantes Span®80 (lipofilico) e Alkest®
CSO 300 (hidrofilico).

Uma vez determinada a composi¢do, foi conduzida uma avaliagdo de compatibilidade
entre os insumos e o farmaco. Os ensaios de compatibilidade foram realizados através das
técnicas de DSC, TG, FTIR (Pires et al., 2017, p. 196), conforme detalhadas nos métodos deste
trabalho.

5.1.3.1 Calorimetria exploratoria diferencial

A DSC foi realizada conforme especificada nos métodos, a curva obtida reflete os
eventos termodinamicos que ocorrem na amostra a medida que a temperatura aumenta.
Especificamente, o aumento da temperatura provoca transi¢des na amostra, manifestadas como
picos, podendo ser endotérmicos ou exotérmicos (Mura et al., 1998, p. 151). Inicialmente foi
feita a DSC de toda a composi¢ao do CNL individualmente, como pode ser visto na figura 12.
O resumo dos dados da DSC esté presente na tabela 5. Na figura 12A observa-se as curvas dos

compostos isolados que serao discutidos neste paragrafo.
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Figura 12 - (A) Grafico DSC dos compostos isolados. (B) Grafico DSC das misturas ternarias e total.
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Legenda: Span = Span®80, ALK30= Alkest®CSO 300, Mig = Miglyol®812, Dns116 = Dynasan®116, AM=
Antimoniato de meglumina; MF= Mistura fisica de todos os componentes utilizados na analise.

Fonte: Autoria propria.

Tabela 5 - Propriedades térmicas das substancias isoladas, misturas ternarias e mistura total avaliadas por DSC.

Amostra Prusao(°C) Onset (°C) Endset (°C) Entalpia (J/g)

Span - - - -
AlKk30 - - - -

Dsn116 65,02 61,36 68,46 -188,24

AM 110,80 74,95 145,55 -212,51

Dns116+Mig+AM 59,00 56,47 61,55 -85,24
Span+AIk30+AM - - - -

MF 62,73 60,49 65,18 -49,07

Legenda: Span = Span®80; Alk30 = Alkest®CSO 300; Dsnl16= Dynasan®116; AM= Antimoniato de
meglumina; MF= mistura fisica total.

Fonte: Autoria propria.
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Na curva AM, ¢ possivel notar um primeiro evento endotérmico caracterizagdo por um pico
alargado na temperatura de + 110,80°C, com um valor de AH de -212,51 J/g. O surgimento
desse pico indica a fusdo do AM ou/e a perda de agua de solvatagdo. O inicio do evento
exotérmico, pode estar relacionado a um evento de termodecomposi¢do e pode ser identificado
no final da curva, a partir de 250°C. E possivel confirmar o estado amorfo do AM pela auséncia

de picos bem definidos de eventos térmicos.

O grafico DSC do Dynasan®116, possui apenas um pico, este referente ao ponto de
fusdo do lipideo. Para o Alkest®CSO 300 e Span®80 nio foram visualizados eventos
significativos na faixa estudada, visto que sdao substiancias liquidas com eventos de
decomposi¢do acima de 290 °C e ponto de fusdo nao relatados. Assim como nas curvas dos
tensoativos, ndo foi possivel detectar o ponto de fusio do Miglyol®812 (-5°C) haja vista que
requer uma temperatura inferior a faixa utilizada no método (25 °C a 300 °C) e que ¢ um lipideo
liquido a temperatura ambiente. O inicio do evento exotérmico pode ser referente a

decomposi¢io do Miglyol®812 e é observado aproximo a temperatura de 290°C.

A figura 12B expoe as curvas das misturas ternarias entre os lipideos e o farmaco, os
emulsificantes e o farmaco e a mistura de todos os componentes da formulagdo, na propor¢ao
1:1 (m/m), obtidas pela DSC. Ao avaliar a mistura ternaria, formada pelos lipideos e o firmaco,
¢ possivel observar um pico endotérmico em 64,69°C, referente a fusdo do Dynasan®116,
sendo este um pouco superior ao pico de fusdo analisado na mistura binaria entre o
Dynasan116® e o Miglyol®812. Entretanto, apresentou uma entalpia de -70,49J/g,
consideravelmente inferior a entalpia obtida pela mistura binaria Dynasanl16® e o
Miglyol®812. A diminui¢do quantidade de energia necessaria para que ocorra transicao
energética, pode ser um indicativo de que o fArmaco colabora com o aumento da desorganizacao
da estrutura, haja vista que quanto menor a entalpia envolvida na fusdo da mistura de lipideos,
maior a reducao de cristalinidade da matriz lipidica na mistura fisica (Zheng et al., 2013, p. 76).
Além disso, € possivel notar a auséncia do pico endotérmico (110,80°C) referente a fusdo do

AM, indicando que o farmaco se encontra molecularmente disperso dentro dos lipideos.

A combinacgdo ternéria (tensoativos e farmaco) exibiu um perfil de curva semelhante ao
dos agentes tensoativos, ndo apresentando eventos consideraveis, nem mesmo do farmaco. Isso
pode indicar a possibilidade de sua solubilizagdo do AM na mistura liquida dos agentes
tensoativos. A curva referente a mistura fisica de toda a composi¢do do CLN apresenta um
perfil semelhante a mistura terndria formada pelo AM e os lipideos, com um pico que

corresponde a fusdo do Dynasan®116 em 62,73°C (antecipacdo de aproximadamente 3°C), um
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pouco alargado, menos intenso e com entalpia de -49,07 J/g, embora a faixa de temperatura de
fusdo tenha sido menor na mistura binaria (Dynasan®116/Miglyol®812). E possivel notar a
auséncia total do pico de decomposicao do AM (250°C), sugerindo uma possivel termoprote¢ao
conferida pela mistura ao IFA. O inicio do pico exotérmico referente a decomposicao do
Miglyol®812 se mantém proximo de 290°C, sua finalizagdo ndo pode ser detectada devido a

faixa de temperatura utilizada neste estudo (25°C a 300°C).

A DSC permitiu a avaliagao de mudangas em eventos térmicos quando os lipideos foram
combinados com o farmaco e outros excipientes presentes na formulagdo. As combinagdes
individuais do farmaco com cada excipiente e entre os excipientes nao foram efetuadas, com o
objetivo de uma utilizagao eficiente de recursos e tempo. O enfoque foi direcionado para as
combinagoes ternarias e totais, considerando que qualquer mudanga significativa nos resultados
das misturas ternarias, indicando possiveis incompatibilidades, conduziria a analise das
combinagdes binarias para esclarecer possiveis incompatibilidades. Por ultimo, avaliar a
redu¢do na temperatura de fusdo identificada em algumas das misturas pode ser vantajoso para
a produgdo dos CLN pois contribui para evitar o alcance de temperaturas elevadas que poderiam

resultar na fusdo do fArmaco e na evaporagao da solug¢do aquosa utilizada nas nanoparticulas.

E valioso ressaltar que, resultados que apontam para a presenga de alguma forma de
interagdo ndo necessariamente denotam incompatibilidades. Algumas interacdes podem, de
fato, serem benéficas. Chadha e Bhandari (2014) Ilustram um caso de estudo de
compatibilidade envolvendo o farmaco Niclosamida e os excipientes. Nesse estudo as
descobertas provenientes da DSC indicaram uma interagdo significativa entre os elementos,
levando a completa auséncia do pico relacionado ao farmaco na curva da mistura. Contudo,
essa intera¢do conduziu a um aumento notavel na solubilidade ¢ na taxa de dissolugdo da
niclosamida. Assim como no estudo citado, no presente trabalho as curvas térmicas do AM
desapareceram nas misturas ternarias ou totais, indicando uma dispersa¢do do AM e até mesmo
uma maior protecdo térmica, elevando seu ponto de fusdo e temperatura de degradacao (Matos,
2017). Para confirmar esses resultados, outros métodos de analise de compatibilidade foram

utilizados.

5.1.3.2 Termogravimetria

Neste topico, andlises TG/DTG foram aplicadas com o objetivo de avaliar os eventos

térmicos relacionados a perda de massa (%) em fungdo do aumento da temperatura do sistema.
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Foi analisada a curva TG dos compostos isolados em comparagdo com as misturas ternarias e
a mistura total. A fim de eliminar a possibilidade de interpretagdes equivocadas ocasionadas
por sobreposi¢do de bandas ou instabilidades no sistema (antecipando ou adiando o inicio da
decomposi¢do), foi aplicada também a termografia derivada (DTG). A DTG ¢ uma abordagem
paralela que envolve a obtenc¢do da primeira derivada da curva de TG, resultando em picos cujas
areas sdo proporcionais as perdas de massa. O termograma resultante ¢ um grafico que
representa os picos de perda de massa da amostra, dispostos em formato descendente, em
relagdo ao tempo e/ou temperatura onde ¢ melhor evidenciado as perdas de massa, que podem
ndo ser vistas na TG, através da presenca de cada inflexao da curva. Isso ¢ combinado com os
dados da curva de TG original, permite uma analise mais precisa dos eventos térmicos da
analise. A Figura 13, traz as curvas TG das amostras, sendo a figura 13A o resultado das
substancias isoladas e a figura 13B das misturas ternarias e total (mistura fisica entre todos os
componentes da formulacdo).

Figura 13 — (A) Curvas TG das substancias isoladas e (B) misturas ternarias com o farmaco e mistura total
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Legenda: AM = Antimoniato de meglumina; Dns116= Dynasan®116; Miglyol = Miglyol®812; Alk30=Alkest®
CSO 300; Span = Span®80; MF = mistura composta por todas as substancias avaliadas no estudo.

Fonte: Autoria propria.
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Todas as misturas foram preparadas na propor¢do 1:1 (m/m), visando maximizar as possiveis

interagdes (Chadha; Bhandari, 2014, p. 82). A curvas de DTG obtidas a partir do TG estao

apresentadas na figura 14.

Figura 14 — (A) Curvas DTG das substancias isoladas e (B) misturas ternarias e mistura total avaliadas
no ensaio de compatibilidade

Jﬂ'l} — AN
Dns1i6
Mng
0,002 4 Alk30
0,600 Span
4002 o
E 4
E 0004
) ]
E 0000
- ]
% o008
m ]
= ape
=
E 2812
a.01e
4018 o
e y T T T T T T T
a 100 200 300 400 800 poR
Temperatura (*C)
B} 5 pan+AlkI0+.AM
D1 16-+hlig+AM
:-:.:'.: MF
0,000
£,001 o
'E 4,082
E -aa:-ﬂ:
o -.:h:!:u:
]
= 0008
£ 2,008
& ]
2,007 4
-D:\:"E:
-:\_n:s:
T

T T T ¥ T T T ¥ T T ol
] 100 00 330 200 il a0

Tempeialuia {"C)
Legenda: AM= Antimoniato de meglumina; Dns116= Dynasan®116; Miglyol=Miglyol®812; Alk30=Alkest®

CSO 300; Span = Span®80; MF= mistura total de todos os compostos avaliados no estudo.

Fonte: Autoria propria.

A curva de andlise termogravimétrica (TG) do AM apresenta trés eventos térmicos
distintos. O primeiro ocorre na faixa de temperatura entre 65,9 °C e 130,8 °C, com uma perda
de aproximadamente 15,3% da massa, atribuida a perda da dgua de solvatacdo. O segundo
evento ocorre entre 254,9 °C e 305,6 °C, com uma perda de cerca de 28,43% da massa, sendo

relacionado ao inicio do processo de decomposicao. O terceiro evento € observado entre 553
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°C e 599 °C, com uma perda de cerca de 14% da massa, associada a continuacao do evento de
decomposic¢io e a perda de matéria organica. E importante ressaltar que, devido & faixa de
temperatura avaliada, ndo foi observada a completa decomposicao da amostra. Esses resultados
estdo em concordancia com os achados de estudos anteriores (Ferreira, 2010; Silva, 2016). A
curva do Dynasan®116 apresenta apenas um evento endotérmico em uma faixa de temperatura
de 247,9°C a 420,74°C, com perda de 90,37% de massa, indicando a decomposi¢do quase
completa da amostra (>90%). O Miglyol®812 apresentou apenas um evento térmico de
decomposicao (perda de 94,5%) na faixa de 292-329°C, confirmando os eventos exotérmicos
dos graficos da DSC. A curva TG/DTG do Span®80 puro sugere um perfil de degradacdo com
um evento térmico expressivo compreendido na faixa de 366-422°C, responsavel pela
decomposi¢cdo de 85,66% da amostra. O Alkest® CSO 300 exibiu trés eventos térmicos
relacionados a sua decomposi¢do, apresentando uma perda de massa consecutiva de 50,29%
(faixa de 344,02 e 388,74 °C), 26,96% (faixa de 404,19 e 432,88 °C) e 2,67% (faixa de 513,40
— 547,96 °C). Nenhuma das duas substancias surfactantes demonstrou uma decomposi¢ao

completa de suas massas.

Na mistura terndria composta pelos lipideos e o farmaco, observa-se o aparecimento de
um Unico evento térmico, correspondendo a uma perda de 64,02% e ocorre na faixa de 178,33-
390,43°C. O inicio da termodecomposi¢io se encontra proximo ao do Miglyol®812 e AM e seu
final compreende a temperatura de decomposi¢io do Dynasan®116. E importante destacar que
a porcentagem de massa perdida na mistura ternéria (lipideos/fArmaco) foi superior apenas a
massa perdida pelo farmaco isolado (57,73%). Ao analisar os graficos da mistura ternaria de
farmaco e tensoativos, ¢ evidenciada uma decomposicao em duas fases distintas. A primeira
etapa ocorre no intervalo de 269,36 a 313,13 °C, resultando em uma perda de massa de 18,89%.
A segunda etapa ocorre entre 390,58 e 433,14 °C, com uma perda de massa de 48,86%. E
importante notar que, assim como nos componentes individuais, a mistura ndo apresentou uma

decomposi¢dao completa.

Quanto a mistura total, as curvas TG mostraram um comportamento que se assemelha
a soma das curvas das misturas ternarias (farmaco/lipideos e farmaco/tensoativos), com o
desaparecimento do primeiro evento de decomposi¢ao (65,9 °C e 130,8 °C) e do tltimo evento
de decomposicdo (553 °C e 599 °C) do AM, essa observacao pode ser atribuida a uma possivel
interagdo mais eficaz entre o farmaco e todos os componentes quando estdo combinados. E
possivel notar que a temperatura necessaria para o primeiro evento de decomposi¢ao na mistura

total se assemelha a temperatura de inicio de decomposicao do Miglyol e AM bem como o
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ultimo evento de decomposicao da mistura (referente ao lipideo sélido) aparece de forma tardia
com inicio em 351°C em comparagdo com o Dynasan®116 isoladamente que inicia em
247,9°C. Além disso, a mistura total apresentou decomposicao de 71,5% , que € superior ao
AM sozinho (57,73%) e a mistura AM e tensoativos (67,7%), porém inferior a decomposi¢ao

do lipideo solido isolado (90,37%).

Todas as temperaturas de decomposicdo das misturas avaliadas ocorrem acima de
150°C. Considerando que as formulagdes nao serdo expostas a essa temperatura em nenhuma
fase do seu processo de obten¢ao ou armazenamento, € possivel propor que os excipientes e
lipideos definidos para compor o CLN neste estudo possuem boa estabilidade térmica em
conformidade com o farmaco. Ademais, ndo houveram alteragdes indicativas de
incompatibilidade entre os compostos analisados, sendo o grafico das misturas a soma dos
comportamentos térmicos de suas substincias isoladas Os dados referentes aos eventos de

térmicos de cada ensaio realizado podem ser conferidos na tabela 6.

Tabela 6 - Propriedades térmicas das substancias isoladas e das misturas fisicas terndrias e total avaliadas por

TG/DTG
Evento 1 Evento 2 Evento 3 Total de
AMOSTRA Perda | Temp | Perda | Temp | Perda | Temp | Perda (%)
(%) °C) (%) °C) (%) W9
Dns116 90,37 | 247-418 - - - - 90,37
AM 15,29 | 65,90- | 28,44 | 254,96- | 14,01 | 547,73- 57,74
130,80 305,65 575,38
Miglyol 94,57 | 292,21 - - - - - 94,57
329,80
Span 85,66 | 366,83 - - - - - 85,66
422,27
Alk30 50,29 | 344,02 - | 26,96 | 404,19- | 2,67 | 513,40 - 79,92
388,74 432,88 547,96
Dns116+Mig+AM | 64,02 | 178,33- - - - - 64,02
390,43
Span+Alk30+AM | 18,89 | 269,36 - | 48,86 | 390,58- - - 67,75
313,13 433,14
MF 25,77 | 247,52- | 49,71 | 341,67- - - 75,48
323,87 441,55

Legenda: Dnsl16 = Dynasan®116; AM= Antimoniato de meglumina; Span = Span®80; Alk30 = Alkest® CSO
300; Mig=Miglyol; MF=mistura de todas as substancias analisadas no estudo.

Fonte: Autoria propria.
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5.1.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

A FTIR possibilita a avaliagdo de potenciais interagdes quimicas entre os compostos, as
quais podem resultar em modificagdes na composi¢ao manifestadas por notaveis mudangas na
forma e posicdo das bandas nos espectros (Beganskiené, et al., 2004, p. 287; Chadha e
Bhandari, 2014, p. 82). A técnica de FTIR utilizada para obter os espectros ja foi descrita
anteriormente nos métodos. Na Figura 15, estdo apresentados os espectros das amostras

individuais, bem como das misturas ternarias e total.

Figura 15 - Espectro de infravermelho das substancias isoladas, misturas ternarias e mistura total
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Legenda: AM= Antimoniato de meglumina; MF =mistura total com todos os componentes analisados; Span =
Span®80; Alk30=Alkest®CSO 30; Mig =Miglyol®812; Dns116= Dynasan®116.

Fonte: Autoria propria.

O Miglyol®812 e o Dynasan®116 apresentaram picos e bandas caracteristicos de
lipideos, como picos fortes em 2920 cm™ e 2850 cm! referentes as vibragdes do estiramento
dos grupos —CH3 e —CH,. Apresentaram também picos em 1740 cm™ do estiramento de C=0O
das carbonilas (caracteristicas de ésteres), em 1465 cm-' e 1380 cm dos dobramentos de -CHa
e -CHj3 (caracteristicas de alcanos), em 1172 cm™ e 1110 cm™ do estiramento assimétrico de C-
O (caracteristico de ésteres), um pico pequeno em 1060 cm-1 referente ao estiramento C-O de
alcool secundério, e em 721 cm™ de dobramento dos grupos CHa de cadeias longas. Ademais,
o Dynasan®116 apresentou também picos justapostos entre 1215 e 1288 cm™! do estiramento

assimétrico C-O (caracteristico em triglicerideos). Os tensoativos apresentaram espectros com
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picos semelhantes aos dos lipideos ja detalhados, justificado pelo fato de sdo derivados de
lipideos. O Span®80 particularmente também que possui uma banda de baixa intensidade 3400
cm’! relacionada aos estiramentos dos grupos -OH (presentes nos monoglicerideos) e um pico
em 1080 cm™! referente ao estiramento C-O (4lcool secundario). O Alkest® CSO 300, além dos
espectros ja citados nos lipideos, apresenta um pico de forte intensidade em 1090 cm
caracteristico do estiramento C-O-C (caracteristico de éter alifatico), presente em sua molécula
devido a etoxilagdo, sobreposto C-O de alcoois secundarios e ésteres presentes na estrutura
quimica. Estes resultados estdo de acordo com os disponiveis na literatura (Ibrahim, Alomrani

e Yassin, 2014, p. 129; Arshad et al., 2019, p. 2879; Souza, 2020; NIST, 2023).

Sobre o espectro vibracional apresentado pelo AM isolado, as principais bandas se
encontram em uma frequéncia de 3410 cm™! (vibragdes de estiramento dos grupos —OH e -NH),
2800 cm!(referente aos estiramentos —CH), 1641 cm™! (dobramento intraplano —NH), 1465 cm’
!(deformagdo angular no plano dos grupos C-O), 1060 cm!(estiramento dos grupos C-N e C-
0). A ligacdo do atomo de antimdnio é discernivel na banda a 601 cm'(estiramento Sb-O)
(Demicheli et al., 1999, p. 63; Souza, 2020). Nas misturas terndrias com os lipideos, apenas
picos de muito baixa intensidade relacionado ao farmaco foram identificados, sendo o 1641
cm-1 referente ao -NH das aminas secundarias e auséncia em 601 cm™ do Sb-O. Na anélise da
mistura ternaria contendo os tensoativos, a presenca do AM foi confirmada através da detecgao
dos picos a 1641 cm™ (-NH) e 601 cm!, correspondente ao estiramento Sb-O. Além disso, uma

banda mais intensa a 3400 cm!, relacionada ao estiramento do grupo —OH.

Na mistura total, apenas uma banda fraca em 3400 cm™ e o sinal fraco em 1641 cm’!
foram identificados. A diminui¢do da intensidade dos picos do IFA ou auséncia deles no
espectro pode ser justificada pela propor¢do diminuida do AM nas misturas ou por uma
dispersdo mais facilitada do firmaco nas misturas. Em todas as analises das misturas ternarias
e total ndo foram identificadas mudangas abruptas nas posi¢des das bandas de absorcdo,
tampouco surgiram picos em novas regides do espectro. Com base nesses resultados de
compatibilidade, pode-se concluir que as interagdes observadas nas analises térmicas ndo foram
resultado de reagdes quimicas perceptiveis na espectroscopia FTIR. Esses resultados sugerem
que as alteragdes observadas nas andlises térmicas anteriores podem ser oriundas de alteracdes

fisico-quimicas nas misturas, com indicios de solubilizacdo (Chadha e Bhandari, 2014, p. 82).
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5.2 Planejamento quali-quantitativo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

O planejamento qualitativo e quantitativo se refere a uma abordagem metodologica que
combina aspectos qualitativos e quantitativos na analise e caracterizacdo dos CLN. O
planejamento qualitativo envolve a observagao, descricdo e interpretacdo de fendmenos,
caracteristicas e comportamentos dos CLN sem a aplicagdo de um método estatistico. A
avaliacdo qualitativa envolve a identificacdo de propriedades visuais macroscopicas ou
microscopicas observaveis, onde sdo variados os componentes da formulagdo. O planejamento
quantitativo, por outro lado, envolve a avaliagdo das propriedades fisico-quimicas dos CLN
usando métodos instrumentais e técnicas de analise mais precisas. No presente trabalho as
informagdes quantitativas que foram consideradas sdo o PdI), PZ, Didmetro médio das
nanoparticulas e EE% (Soltani et al., 1999, p. 7303; Miranda et al., 2006, p. 1013; Garcia e
Palencia, 2021, p. 148524). Os parametros selecionados como variaveis foram a quantidade
total de lipideos na formulacao, a propor¢ao de lipideos so6lido e liquido, o tempo e a poténcia
de sonicacdo. A escolha de tais fatores foi realizada com base em estudos disponiveis na
literatura que relatam a influéncia dessas varidveis nos parametros criticos da qualidade das
formulagdes, tais como Pdi, PZ, didmetro médio e EE (Silva et al., 2011, p. 158; Zheng et al.,
2013, p. 76; Apostolou et al., 2021, p. 2859). A escolha da faixa de variacao de lipideos, tempo
de sonicagdo e poténcia do aparelho foi definida com base em trabalhos anteriores do grupo de
pesquisa (Costa, 2019; Souza, 2022). Com base nos resultados de Costa (2019) e Souza (2022),
para obter os melhores resultados as faixas definidas para o ensaio foram de 7 e 10% para
porcentagem de lipideos totais, 65/35 e 85/15 para proporcao de lipideo so6lido/liquido, 50 e
70% de amplitude para a poténcia do equipamento de ultrassom e tempo de sonicacao de 5 e
10 minutos. E importante enfatizar que a propor¢io entre o tensoativos hidrofilico/lipofilico foi
definida anteriormente, em estudos prévios de EHL realizados neste trabalho. E os CLN foram
preparados de acordo com metodologia descrita previamente. A tabela 7 expde os resultados

obtidos em fung¢ao das variaveis.

Tabela 7 - Matriz do planejamento quali-quantitativo realizado no estudo de pré-formulagéo.

Amostra | Lip Sollliq | Tempo | Poténcia Diam PdI PZ EE
(%) (min) | (A %) (nm) (mV) (%)
F1 7 65 5 70 35,96 + 0,162+ | -14,5+ | 78,007
0,058 0,006 0,60
F2 7 65 10 70 35,72 £ 0,179+ | -124=+ | 77,478
0,025 0,009 2,03
F3 7 85 10 50 31,38 + 0,260+ | -10,4+ | 84,498
0,114 0,003 1,60
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F4 7 65 10 50 3449+ | 0320+ | 204+ | 77.788
0,165 0,032 0,55

F5 7 85 5 70 3466+ | 0300 | -192+ | 59,000
0,438 +0,004 1,62

F6 7 85 10 70 5817+ | 0488+ | 240+ | 77,901
0,275 0,020 0,72

F7 7 65 5 50 3450+ | 0267+ | -17,7+ | 80.507
0,319 0,004 0,70

F8 7 85 5 50 3805+ | 0221+ | 226+ | 79,107
0,553 0,01 2,27

F9 10 85 10 50 5847+ | 0244+ | -113+ | 77.863
0,049 0,008 0,57

F10 10 65 5 50 4973+ | 0241+ | -141+ | 79472
0,419 0,004 0,56

F11 10 85 10 70 5430+ | 0284+ | -13,9+ | 80217
0,248 0,002 0,53

F12 10 65 5 70 4941+ | 0270+ | -18.1+ | 80,919
0,225 0,006 0,94

F13 10 85 5 70 5423+ | 0297+ | -11,8+ | 81,827
0,342 0,006 0,65

F14 10 85 5 50 5327+ | 0,284+ | -12.4+ | 87,080
0,474 0,009 0,52

F15 10 65 10 50 4953+ | 0258+ | -18,1+ | 88,528
0,424 0,004 0,87

F16 10 65 10 70 2900+ | 0251+ | -6,76+ | 94333
0,193 0,007 0,25

Legenda: %Lip = quantidade de lipideo na formulagdo total; Sol/Liq= propor¢ado de lipideo solido e liquido
dentro do total de lipideos; Diam. = didmetro; PZ = potencial zeta; EE= eficiéncia de encapsulagdo.

Fonte: Autoria propria.

Avaliando os resultados apresentados na tabela 7, foi possivel obter CLN com didmetro
médio variando de 29 a 58 nm, PdI entre 0,162 e 0,448 e potencial zeta entre -6,76 e -24 mV.
As formulagdes foram obtidas em estado liquido, exibindo um aspecto que variou entre
translucido e leitoso, o que estd em concordancia com os tamanhos observados. Além disso,
também foi notado um reflexo azulado, caracteristico das nanoparticulas (Bechtold, 2011).

Informagdes disponiveis na literatura indicam que, para garantir uma penetracao eficaz
na pele por meio de aplicagdo tdpica, o tamanho das particulas ndo deve ultrapassar 100 nm,
devido as propriedades da camada cornea e sua limitada permeabilidade (Baroli, 2010, p. 485).
Por outro lado, nanoparticulas ideais para uso oral devem possuir tamanhos inferiores a 300nm,
haja vista que esse tamanho promove a permeabilidade intestinal e absorcao sistémica (Banerjee
et al., 2016, p. 1; Li et al., 2017, p. 122; Thuy et al., 2022, p. 100064; Palaria et al., 2023, p.
23). Em todas as formulagdes obtidas através do planejamento quali-quantitativo o tamanho de
particula (<100 nm) se mostrou promissor, seja para administragdo topica ou oral. Somado a
isso, nanoparticulas de natureza lipidica frequentemente apresentam excelentes propriedades

oclusivas quando aplicadas em quantidades adequadas sobre a area afetada. Elas desenvolvem
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um filme lipidico que demonstra uma notavel capacidade de hidratagdo da camada dérmica,
resultando na redugdo da perda de 4gua (Muller, Radtke e Wissing, 2002, p. 131). No que diz
respeito ao Pdl, ¢ recomendado que ele seja mantido abaixo de 0,300. Isso assegura uma
distribuicdo de tamanhos mais estreita, indicando uma amostra com menor dispersdo, o que
resulta em uma homogeneidade mais proeminente nos aspectos fisico-quimicos,
farmacocinéticos e farmacologicos. A respeito do PZ, valores em moddulo iguais ou maiores
que 30 mV sdo considerados ideais, indicando estabilidade eletrostatica que juntamente com a
estabilidade estérica fornecida pelos tensoativos nao i6nicos promovem melhora na estabilidade

da formulagao (Schaffazick; Guterres, 2003; Kiss et al., 2019, p. 679; Andrade et al.,2020).

No que diz respeito a eficadcia de encapsulamento, farmacos hidrofilicos, como o
antimoniato de meglumina, também podem apresentar valores elevados em CLN (Poonia et al.,
2016). Levanto em consideragdao os valores de PdI, PZ, diametro ¢ EE a formulagdo mais
promissora ¢ escolhida para seguir com as andlises de caracterizagdo desse trabalho foi a
amostra F16, que apresentou o menor didmetro (29 nm) e melhor eficiéncia de encapsulacao
(>94%), bem como foi a formulag@o que apresentou a maior quantidade de firmaco. Embora o
PZ da formulacao F16 ndo esteja dentro do valor de melhor estabilidade (>20mV), o tensoativo
Alkest® CSO 300, utilizado nos CLN deste estudo, ¢ um tensoativo polietoxilado, o que confere
estabilidade estérica as nanoparticulas e auxilia em casos de baixa estabilidade eletrostatica (PZ
<20mV) (Schaffazick e Guterres, 2003, p. 726; Kiss et al., 2019, p. 679; Andrade et al.,2020,
p. 101784). Além disso, estudos posteriores empregando o método de liofilizacdo poderao ser
conduzidos avaliando o efeito de estabilizagdo promovido pelos crioproterores para a
veiculagdo das nanoparticulas em formas farmacéuticas semissolidas e solidas. A literatura
aponta que o PZ de uma nanoparticula pode ser aumentado pelo tipo e concentragdao do

crioprotetor empregado no processo de liofilizacdo (Ball, 2017, p. 305; Lima, 2019).

5.3 Obtencao e caracterizacio dos carreadores lipidicos nanoestruturados

A formulagdo mais promissora escolhida através do planejamento quali-quantitativo foi
eleita para dar seguimentos aos ensaios de caracterizacdo discutidos nesse topico. Foram
desenvolvidos os CLN com e sem o firmaco, de agora em diante denominados CLN16 (Pdl =
0,251 e PZ = -6,76 mV) e CLNBr (Pdl = 0,224 ¢ PZ = -12,6 mV) respectivamente. Os
carreadores foram obtidos por ultrasonicagdo a quente pelo método de emulsdao multipla ja

descrito anteriormente neste trabalho. Com base nos resultados no planejamento quali-
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quantitativo foram definidos parametros de 10 minutos de sonicagao e uma poténcia de 70% de
amplitude, utilizando 10% de lipideo, na propor¢dao 65% Dynasan®116 e 35% Miglyol®812,
e 10% de tensoativo na propor¢dao 40% Span®80 e 60% Alkest® CSO 300, para o CLN16 e
CLNBEr. Para o CLN16 a solugdo contendo o farmaco correspondeu a 29% da fase lipidica e a

concentragdo utilizada foi de 23 mg/mL.

5.3.1 Microscopia eletronica de transmissdo

A técnica de microscopia eletronica de transmissdo (MET) permitiu a visualizagdo
direta dos CLN, com e sem farmaco, revelando informagdes sobre sua forma, tamanho. O

resultado do MET do CLN16 pode ser observado na figura 16.

Figura 16 - Microfotografias obtidas por MET do CLN16

Fonte: dados da pesquisa.
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Na andlise do CLN16, foi possivel observar que a maioria das particulas apresentavam
uma morfologia esférica, sugerindo uma alta eficiéncia no processo de emulsificagdo e
formagao dos nanocarreadores. Para o CLN16, as imagens de MET exibiram particulas com
tamanhos inferiores a 100 nm, confirmando os resultados obtidos pelo DLS desta mesma
formulacdo (didmetro < 30 nm). O MET do CLN16 mostra particulas mais escuras em
compara¢do com o0 MET do CLNBEI, isso pode ser atribuido ao farmaco, que possui um metal

na molécula e pode gerar maior contraste na microscopia.

A figura 17 mostra os CLN sem o fAirmaco, com a mesma composi¢ao da formulagdo

selecionada, a fim de permitir a comparagdo das estruturas.

Figura 17 - Microfotografias obtidas por MET do CLNBr

Fonte: dados da pesquisa.

Conforme pode ser observado, os CLN sem farmaco também possuiram tamanhos inferiores a
100 nm, entretanto, sua morfologia se apresentou menos esférica e algumas particulas exibiram
tamanhos ligeiramente maiores, o que pode indicar a presenga de aglomerados ou uma variacao

na técnica de producao.

Em suma, a andlise dos resultados de microscopia eletronica 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, visando uma aplicacao clinica eficaz e segura.
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5.3.2 Calorimetria exploratoria diferencial dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Foram conduzidas andlises utilizando DSC para avaliar comportamento térmico dos

nanocarreadores, bem como compara-los com as substancias isoladas. Essas avaliagdes tém o

proposito de examinar a cristalinidade da matriz lipidica nos CLN bem como o comportamento

térmico do farmaco apds encapsulado. Tais estudos sdo essenciais, uma vez que o

comportamento térmico e a cristalinidade desempenham um papel crucial na previsdo da

estabilidade fisica de longo prazo das nanoparticulas e na capacidade de manter o farmaco

encapsulado. Os graficos estdo apresentados na Figura 18 e o valores obtidos pela DSC estao

expressos na tabela 8.

Figura 18 - Graficos DSC do farmaco (AM) e lipideo solido (Dyn116) isolados, da mistura fisica total (MF) e

DSC (mV)

Endotérmico

dos carreadores obtidos com (CLN16) e sem o farmaco (CLNBr)
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— MF
—— CLM1G
—— CLNBr

Temperatura (°C)

Fonte: Autoria propria.

Tabela 8- Propriedades térmicas das substancias isoladas, misturas ternarias e mistura total avaliadas

por DSC.

Amostra Prusio(°C) Onset (°C) Endset (°C) Entalpia (AH/Jg™)
CLNBr 61,82 59,34 63,73 -61,63
CLN16 62,16 59,54 64,40 -68,34

AM 110,80 74,95 145,55 -212,51
MF 62,73 60,49 65,18 -49,07
Dns116 65,02 61,36 68,46 -188,24

Legenda: CLNBr = nanoparticula sem o farmaco; CLN16 = nanoparticula com o farmaco; Dsnl16=
Dynasan®116; AM= Antimoniato de meglumina; MF= mistura fisica total.

Fonte: autoria propria.
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E possivel observar que o evento de fusdo do farmaco (+110°C) ndo aparece no CLN16,
indicando sua solubilizagcdo nos excipientes e incorporacdo da solu¢do do farmaco na matriz
lipidica (Liu et al., 2014, p. 223; Navaei et al., 2014, p. 701; Horoiwa et al., 2019; Saeedi et al.,
2021, p. 102813). Com relagdo ao Dynasan®116 ¢ possivel perceber um deslocamento de seu
pico de fusdo de 65,02°C para + 62 °C no CLN16. No CLN branco, o pico de fusdo reduz ainda
mais chegando a 61,82°C em comparagdo com CLN16 que apresenta pico de fusdo de 62,16
°C, confirmando a presen¢a do farmaco, que por ser uma substincia a mais na composi¢ao,

eleva a faixa e o pico de fusdo.

Entre as amostras analisadas em comparagdo com o lipideo so6lido isolado, tanto o
CLNBr quanto o CLN16 apresentaram redugdes consideraveis de -188,24 para -61,63 ¢ -
68,34°C, respectivamente. As diminui¢des de fusdo com relacdo ao lipideo solido puro sdo
justificaveis com base na estruturacdo do CLN contendo lipideo liquido que resulta em uma
matriz menos cristalina (Liu ef al., 2017, p. 2032). Além disso, a adi¢do da solu¢ao contendo o
farmaco ou de 4agua nos CLN também favorece a diminui¢do da cristalinidade. Ademais,
componentes como surfactantes, que sdo incorporados na fase lipidica em estado liquido
causam alteragcdes na estrutura cristalina, levando a uma diminui¢cdo na entalpia de fusdo

(Basaran et al., 2010, p. 37).

Com o intuito de obter conclusdes mais precisas sobre a diminui¢@o da cristalinidade do
lipideo durante o processo de formacao das nanoparticulas, utilizou-se o resultado da DSC para
calcular o Indice de cristalizagio. A Equagdo de indice de cristalizagdo, descrita nos
procedimentos, foi empregada para esse calculo. O resultado mostrou um IC de 55,8% para o
CLN16, indicando que aproximadamente 55% por cento da matriz lipidica voltou para sua
conformacdo mais estavel (cristalinizada). Um IC% baixo indica uma cristalizacdo menor que,
como j& mencionado, ¢ um parametro desejavel para a obtengdo de nanocarreadores mais
estavel e com maior tempo de retengdo do farmaco em sua matriz (Pathak, Keshri e Shah, 2011,
p. 357). Entretanto, um IC% muito baixo ndo ¢ ideal, haja vista que deixa os CLN susceptiveis
a processos de instabilidade e pode reduzir a eficiéncia de encapsulamento (Madureira ef al.,
2015, p. 22665; Teeranachaideekul, Chantaburanan e Junyaprasert, 2017, p. 300; Nelis et al.,
2019, p. 196). Dessa forma, os resultados de IC% do nanocarreador obtido informam que a
incorporacdo do lipidio liquido foi eficaz para a reducdo da cristalinidade e favoreceu o

encapsulamento do fAirmaco, com base no resultado de EE obtido para o CLN16 (>90%).
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5.3.3 Difratometria de raios-X

A andlise por DRX foi conduzida com o proposito de examinar a estrutura das
substancias quando isoladas, as mudancas estruturais quando em combinacdo e quando
incorporadas no nanocarreador, além de corroborar os resultados adquiridos por meio da DSC.

O grafico resultante da analise por DRX pode ser conferido na figura 19.

Figura 19 - Difratogramas do farmaco (AM) e lipideo solido (Dns116) isolados, da mistura fisica de todos os
componentes (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN16) e sem o firmaco (CLNBr)
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Fonte: Autoria propria.

O padraio DRX do AM confirma sua morfologia amorfa e geometria estrutural
indefinida, favoravel para sua maior incorporacao nas matrizes lipidicas devido & menor
necessidade de gasto energético para incorporagdo (Frézard, Demicheli e Ribeiro, 2009, p.
2317; Prado e Rocha, 2015, p. 2080; Silva, 2016). O Dynasan®116 exibiu picos intensos em
angulos 2e aproximados de 19,52, 23,19, 24,27, indicando natureza cristalina. Esses picos estdo
relacionados as formas polimorficas a, f € B/p’ respectivamente (Liu et al., 2017, p. ; Severino
et al., 2012; Kupetz; Bunjes, 2014; Krishnam; Sudhakar; Murthy, 2014; Kipriye; Senel;
Yenilmez, 2017). De modo geral, lipideos de cadeia longa, como o Dynasan, tém uma tendéncia

a cristalizar em duas ou trés fases distintas: a e ' ou a, e B/B’. A conformacao B ¢ a mais
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estavel e de maior ponto de fusdo, sendo também a mais cristalina, enquanto as conformacgdes
o e ' sdo mais instaveis, possuindo menor ponto de fusdo e contribuindo para arranjos menos

cristalinos (Severino et al., 2012; Nelis et al., 2019).

Na mistura fisica, ja se observou um grau de amorfizagao, devido a presenca de um halo
amorfo originado dos outros componentes da mistura (AM, tensoativos e lipideo liquido). Esse
halo sobrepde os picos menores da regido mais cristalina (f) e reduz os picos mais
proeminentes, caracteristicos de substancias cristalinas como o lipideo solido. Os CLNs
apresentaram difratogramas semelhantes, com um grande halo amorfo e com uma sobreposi¢ao
maior dos picos diminui¢do da intensidade destes em relagdo a mistura fisica. A presenca dos
picos cristalinos nos CLN (com e sem firmaco), mesmo que com menos intensidade,
confirmam o resultado de IR obtido pelo DSC, que demonstrou um grau de recristalizagdo da
matriz lipidica consideravel (55,8%). Também € possivel notar que o CLN16 apresentou uma
sobreposi¢cdo pelo halo amorfo superior ao CLNBr, o que ¢ justificavel pela presenca do
farmaco e sua caracteristica mais amorfa que contribui para a apresentacdo de formas
polimoérficas a e B' (menos estaveis), indicando redug¢do de picos bem definidos no DRX (Liu
etal.,2017,p.2032). Por fim, esses resultados corroboram as descobertas apresentadas na DSC,
que indicaram uma redug¢do na cristalinidade tanto da mistura fisica quanto CLN, evidenciada
pela diminui¢do nos picos de fusdo, temperaturas e entalpias. Essa observacao, acompanhada
pela auséncia dos picos no DRX, confirma um aumento na amorfizacdo dos nanocarreadores.
Portanto, foi possivel obter uma matriz mais desordenada, o que facilita a incorporacdo de uma
quantidade maior de medicamento (AM), potencialmente diminuindo a sua expulsio durante o

armazenamento e permitindo a modulagao da sua liberagao.

5.3.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Para confirmar a incorporacao do fAirmaco na estrutura dos CLN, bem como para avaliar
possiveis interagdes e a estabilidade fisico-quimica, foi conduzido um ensaio de FTIR. Os

graficos correspondentes a esses resultados estao ilustrados na Figura 20.

Figura 20 - Espectro de infravermelho do firmaco (AM) e lipideo solido (DYN116) isolados, da mistura fisica
total (MF) e dos carreadores obtidos com (CLN16) ¢ sem o farmaco (CLNBr)
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Fonte: Autoria propria.

O CLNBr e CLN16 apresentaram espectros similares ao da mistura fisica, com sutis
diferengas. Primeiramente, a banda em torno de 3400 cm™, referente ao estiramento do grupo
—OH, se apresentou mais proeminente nos na mistura fisica, haja vista propor¢do do farmaco ¢
maior (1:1). Nos CLN a quantidade de farmaco ¢ inferior em relacao aos excipientes, bem como
0 mesmo se encontra encapsulado. Além disso, na MF ¢ possivel visualizar o pico do Sb-O em
600, este que nao aparece nos CLN. Em todos foram mantidos os piscos caracteristico do
lipideo, conforme discutido no topico 5.1.3.3. A semelhanga entre os espectros do CLNBr e
CLN16 pode ser atribuida a alta taxa de eficiéncia de encapsulagdo (EE) do CLN16 (> 94%),
que ocasionou o desaparecimento ou diminui¢do dos picos caracteristicos do AM reafirmam o
resultado da EE% discutidos previamente e sugere a boa incorpora¢ao do farmaco na matriz
lipidica (Demicheli et al, 1999, p. 63; Khezri et al., 2020, p. 841; Sacedi et al., 2021, p. 102813).
Por fim, os resultados de FTIR em questdo demonstram a obten¢do de um nanocarreador com

caracteristicas fisico-quimicas ideais e boa incorporagdo do farmaco.
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5.4 Avaliacio da citotoxicidade e atividade leishmanicida in vitro dos carreadores
lipidicos nanoestruturados

Um ensaio de citotoxicidade por meio de cultura celular foi realizado, com o objetivo de
avaliar as concentragdes toxicas do AM frente aos macrofagos RAW 264.7 bem como comparar
com as avaliacdes feitas com o CLN16 e o CLNBr. As concentracdes avaliadas dos CLN foram
entre 4,76 pg/mL e 696 pg/mL. De acordo com os resultados expressos na Figura 21, a
viabilidade dos macréfagos, quando expostos ao AM, sofreu alteragdes significativas em
comparagao ao controle positivo nas concentracdes mais elevadas, embora ndo seja considerado
citotoxico, visto que os niveis de viabilidade permaneceram superiores a 82%. Os CLN
apresentaram toxicidade acima da concentragdo de 38 pg/mL, onde o CLNBr apresentou 74,5%
de viabilidade celular, enquanto o CLN16 apresentou 56,5% de viabilidade nessa concentracao.
As variagdes na citotoxicidade dos compostos nas diferentes concentragdes examinadas estao

apresentadas na Tabela 9.

Figura 21 — Citotoxicidade in vitro do farmaco e dos nanocarreadores frente aos macrofagos RAW 264.7.
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Legenda: CLN16= nanocarreador com AM; AM = antimoniato de meglumina; CLNBr = nanocarreador
sem AM.

Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 9 - Citotoxicidade e atividade leishmanicida das amostras frente as cepas de L. amazonensis e L.

infantum
AMOSTRA ICso sobre Promastigotas ICso sobre Amastigotas CCsosobre
(ug/mL) (ng/mL) Macréfagos
(ng/mL)
L. L. L. L.
amazonensis | infantum | amazonensis infantum
CLNBr 101,6 73 124,7 73,5 39,3
CLN16 79 59,4 122,4 89.4 39,2
AM Inativo Inativo >700 >700 Inativo

Fonte: Dados da pesquisa.

Considera-se citotoxico um produto que provoca uma inibi¢do no crescimento celular
acima de 30% (ISO, 2009, p. 42). Assim, os resultados indicaram que o medicamento AM em
solucdo nao exibiu citotoxicidade nas concentragdes estudadas para os macréfagos. Por outro
lado, os CLN apresentaram citotoxicidade em diferentes concentragdes, sendo o CLNBr
considerado citotdxico acima de 38 pg/mL (CCs0=39,3 ng/mL) e o CLN16 a partir de 19 pg/mL
(CCs50=39,2 pg/mL). A citotoxicidade do CLNBr pode ser explicada pela presenca dos
tensoativos presentes na formulagdo. Estudos relatam que tensoativos nao i0nicos
polietoxilados em concentragdes acima de 0,02% podem manifestar citotoxicidade (Grant et
al., 1992, p. 153). Ja o aumento da citotoxicidade do AM que ocorreu quando incorporado no
CLN16 se da ao fato de que a interagdo e internaliza¢dao do fArmaco nas células sdo acentuadas
pelo nanocarreador, devido ao seu tamanho reduzido e aumento da area superficial de contato
(Villanueva et al., 2020, p. 132002). E importante ressaltar que o CLN, ao favorecer a
internalizacao do fArmaco nas células, permite sua conversao para a forma ativa, que ¢ a forma
toxica para as leishmanias. Comparativamente a outras investigagdes, concentragdes toxicas do
AM jé foram relatadas entre variou entre 112,1 e 1125 pg/mL em macréfagos J774 (Treiger et
al., 2011, p. 4341, Borborema et al., 2016, p. 196; Barazesh et al., 2018, p. 416; Albalawi et
al., 2021, p. 891). Ja em diferentes tipos de carreadores as concentragdes toxicas abrangem uma
faixa de 148,1 - 1000 pg/mL (Borborema et al., 2016, p. 196; Barazesh et al., 2018, p. 416;
Albalawi et al., 2021, p. 891).

Para além da citotoxicidade em macrofagos, as amostras foram testadas em diferentes

espécies da Leishmania spp., nas duas formas evolutivas (amastigotas e promastigotas). As
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espécies escolhidas para realizagdo desse ensaio foram a L. infantum, causadora da

leishmaniose visceral, e a L. amazonensis, responsavel pela leishmaniose cutanea.

A Tabela 9 mostra os valores de ICso para cada amostra testada e suas respectivas
espécies e formas evolutivas. Como ¢ possivel observar, o AM sé apresenta atividade em
concentragdes acima de 700 ug/mL em ambas as espécies e formas evolutivas (amastigota e
promastigota). A necessidade de uma alta concentragdo de AM para a obtencgao de alguma acao
leishmanicida, pode ser justificada pela hipdtese de que métodos que utilizam espécies
transgénicas podem interferir na sensibilidade j4 conhecida ao fAirmaco, o qual precisa ser

metabolizado pelo parasita para reduzir o Sb*® para Sb*® (forma ativa).

Em estudos onde a atividade leishmanicida foi avaliada por métodos classicos (cepas
nao transgénicas), as concentragdes toxicas para as leishmanias variam de 60,28 - 176 pg/mL
ug/mL e 11,26 ng/mL, para amastigota e promastigota de L. infantum, respectivamente (Pujals
et al., 2008, p. 1243; Borborema et al., 2016, p. 196). Ja para L. amazonensis os resultados de
ICso variam de 112,2 pg/mL e 146,0 pg/mL, para amastigotas (Zauli et al., 2010, p. 68). Em
todos os ensaios pelo método classico, a concentragao necessaria para atividade leishmanicidas
foram consideravelmente inferiores a concentragdo necessaria para se obter essa atividade

utilizando as cepas transgénicas.

Ademais, os ensaios de atividade in vitro dos CLN16 demostram sua potencial atividade
leishmanicida para o tratamento de leishmanioses. Os CLN apresentaram atividade contra as
duas espécies testadas e formas evolutivas, conforme resultados expostos na tabela 9. E possivel
notar a proximidade entre o ICso do CLN16 e CLNBEr. Isso ¢ possivel devido parcialmente a
toxicidade dos tensoativos. No caso do CLN16, ha a encapsulagdo quase total do fairmaco
(>90%), dessa forma, precisa-se de um certo tempo para se ter a liberacdo do AM a partido do
nanocarreador em concentragdes suficientes para apresentar atividade, bem como para ocorrer
a redugdo do Sb™ para Sb** (forma ativa), o que pode ndo acontecer nas leishmanias
modificadas como ja mencionado. Mesmo com esses fatores, o ICso do CLN16 ainda se
apresentou um pouco melhor em comparacdo com CLNBr, devido a presenga do farmaco
encapsulado. Esses resultados refletem um padrdo similar ao observado no teste de

citotoxicidade em macrofagos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho ¢ possivel concluir que os ensaios de pré-
formulacao foram realizados com éxito, resultando em um CLN com caracteristicas fisico-
quimicas promissoras para o alvo terapéutico. O tamanho e sua distribuicdo homogénea, bem
como sua eficiéncia de encapsulagdo mostraram-se adequados para nanocarreadores tanto para
a administracdo oral quanto topica. Embora o PZ ndo demonstre potencial estabilidade dos
CLN, estudos posteriores empregando a técnica de liofilizagdo podem ser aplicados visando

melhorar a estabilidade desses nanocarreadores em diferentes formas farmacéuticas.

A triagem lipidica realizada nesse estudo foi realizada com o objetivo de obter uma
matriz lipidica menos cristalina e teve seu resultado confirmado nas técnicas de caracterizacao
empregadas nesse estudo, que comprovaram a incorpora¢do do firmaco na nanoparticula e
confirmaram a obtengdo de um CLN com matriz lipidica amorfizada. Todos esses fatores
influenciaram no bom encapsulamento do antimoniato de meglumina, confirmando na anélise
quali-quantitativa dos CLN, onde o melhor carreador obteve uma eficiéncia de encapsulagao

>90%.

O ensaio de viabilidade celular permitiu conhecer concentragdes citotoxicas do farmaco
e das nanoparticulas em macréfagos, assim como a avaliacdo da atividade anti-leishmania
forneceu um perfil de atividade que foi diferente para as espécies estudadas. Os estudos de
atividade leishmanicida forneceram resultados inferiores aos ja relatados na literatura, alertando
quanto ao método de avaliagdo utilizado. Espera-se, entdo, como perspectivas futuras do
trabalho, realizar ensaios de estabilidade prolongada dos nanocarreadores obtidos, bem como
avaliar sua possivel incorporacao em formas farmacéutica solidas ou semissolidas, empregando

técnicas de liofilizagdo afim de se aumentar a estabilidade dos CLN.
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