UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

CURSO DE FARMACIA

TALYSSON SILVA DE ALMEIDA

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE
CARREADORES LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS DE CUMARINA VISANDO
O DESENVOLVIMENTO DE NANOFARMACO

FORTALEZA
2016



TALYSSON SILVA DE ALMEIDA

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE CARREADORES
LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS DE CUMARINA VISANDO O
DESENVOLVIMENTO DE NANOFARMACO

Monografia apresentada ao Curso de
Farmacia, da Faculdade de Farmacia,
Odontologia ¢ Enfermagem da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
a obtencdo do Titulo de Farmacéutico

Orientadora: Profa. Dra. Luzia Kalyne
Almeida Moreira Leal
Coorientadora: Ma. Elizama Shirley Silveira

FORTALEZA
2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A451d  Almeida, Talysson Silva de.
Desenvolvimento, caracterizagio e estabilidade de carreadores lipidicos nanoestruturados de
cumarina visando o desenvolvimento de nanofarmaco / Talysson Silva de Almeida. — 2016.
45f. il

Trabalho de Conclusio de Curso (graduacdo) — Universidade Federal do Cear4, Faculdade de
Farmacia, Odontologia e Enfermagem, Curso de Farmacia, Fortaleza, 2016.

Orientagdo: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal.

Coorientagdo: Profa. Ma. Elizama Shirley Silveira.

1. Carreadores lipidicos. 2. cumarina. 3. caracterizaco. 4. estabilidade. 1. Titulo
CDD 615




TALYSSON SILVA DE ALMEIDA

DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZACAO E ESTABILIDADE DE CARREADORES
LIPIDICOS NANOESTRUTURADOS DE CUMARINA VISANDO O
DESENVOLVIMENTO DE NANOFARMACO

Monografia apresentada ao Curso de
Farmacia, da Faculdade de Farmacia,
Odontologia e Enfermagem da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial para
a obtencdo do Titulo de Farmacéutico.

Aprovadaem: _ / /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal (Orientadora)

UFC

Dra. Bianca Oliveira Louchard

UFC

Dr. Diogo dos Santos Miron
UFC



A minha familia e amigos que me

acompanharam nesta jornada.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Edleusa e Tarcisio, e meus irmaos, Denise e Thiago, pelo apoio constante
em todos os momentos e o0 apoio a minha educacio, de todas as maneiras.

A minha orientadora, Kalyne Leal, pela oportunidade de fazer parte deste grupo de
trabalho que me proporcionou crescimento profissional e pessoal, além do apoio constante na vida
académica.

A minha coorientadora, Elizama Silveira, que mais do que isto mostrou-se amiga para
todos 0s momentos, me ajudando tanto nas pesquisas quanto em tudo que fosse necessério. ©

Aos colegas de laboratério, que foram meus companheiros durante muitos anos,
partilhando momentos de dificuldades e também de descontracdo, sempre fazendo com que tudo fosse
mais leve.

Aos meus amigos Larissa Uchda, Emanuela Diniz, Hojania Moreira, Danilo Galvao,
Ravena Cajado, Luri Sasahara, Ana Virginia, Lauricio Daybson e tantos outros, que durante essa
jornada compartilharam todos os momentos mais que especiais da vida académica comigo, e também
a Maria Germana, Tamara Rodrigues, Yugo Martins e Vanessa lemos que foram meus companheiros
de graduac¢do quando os outros ja alcavam novos voos, com vocés foi tudo mais facil.

Aos amigos que fiz no “velho mundo”, em especial ao Fox Team (Ananda Sa, Erika
Feltrin, Matheus de Brito e Olivia Viana), Luma Barreto e Annelise Serra (que é torta mas eu amo
assim mesmo) por terem compartilhado essa grande aventura comigo.

A Equipe diamante (Emanuel Victor e Bia Lourenco) pelo apoio e descontracio nesta reta
final e por deixarem claro que Vai Dar Certo.

A Universidade Federal do Ceard e todo o seu corpo docente, que fazem o seu melhor
para preparar profissionais competentes e éticos para o mercado de trabalho e para a vida.

A todos que de alguma maneira contribuiram para que este trabalho fosse realizado.



“A vida é como andar de bicicleta, para manter o
equilibrio, vocé deve se manter em movimento.”

Albert Einstein.



RESUMO

A cumarina (C) é um composto presente em diversas plantas medicinais tipicas da regido
nordeste e possui variadas atividades farmacoldgicas comprovadas, como a antiinflamatoria e
antinociceptiva. No entanto, apresenta pronta absorcdo e rapido metabolismo, caracteristicas
que podem dificultar o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas a partir dessa
molécula. Assim, o encapsulamento da C e uso de formulagdes com liberacdo controlada pode
constituir uma alternativa para superar os problemas apresentados na utilizacdo da mesma.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e acompanhar a
estabilidade de um Carreador Lipidico Nanoestruturado de C (CLNC). Para isso, foram
produzidas duas formulacdes com diferentes concentracdes de fase lipidica (5% e 10%)
através da técnica de homogeneizacdo em alta pressao a quente utilizando Precirol ATO5® e
Miglyol 812® como lipidios formadores da matriz. O CLNC foi caracterizado quanto ao
diametro (D), indice de polidispersdao (PDI), potencial zeta (PZ), pH, teor e Eficiéncia de
Encapsulacdo (EE). As suspensdes obtidas tiveram amostras coletadas em diferentes ciclos de
homogeneizacdo (1°, 3° e 5° ciclos), para que fosse avaliada a influencia do numero de ciclos
na estabilidade, acompanhada por um periodo de 90 dias. Logo apds a produgdo, todas as
amostras apresentaram aspecto homogéneo e sem sinais de instabilidade, no entanto a partir
do 15° dia as amostras submetidas a apenas um ciclo (1C) e aquela com maior percentagem
de fase lipidica e trés ciclos apresentaram precipitados. Apesar de outras formula¢des também
se manterem estdveis, 0 CLNC-10% 5C foi selecionado para seguir com a caracterizacdo por
conter maior concentracio de C e apresentou D inicial de 176,9 + 2,0 nm com aumento para
189,1 £ 2,6. O PDI manteve-se em estreita faixa de distribuicdo (menor que 0,2), o pH
levemente acido permaneceu estavel (em torno de 4,77), o teor inicialmente de 95,5% sofreu
um pequeno decréscimo com o tempo de armazenamento, chegando a 85,8%, e a EE mostrou-
se constante durante os dias de estudo (aproximadamente 65%). Diante do exposto foi
possivel observar que as formulacdes se mantiveram estiveis ao se empregar um maior
numero de ciclos de homogeneiza¢do, com reduzida perda de C e EE constante. A CLNC-
105C apresentou caracteristicas tecnoldgicas de interesse, além de estabilidade, mostrando-se
um produto com potencial para formulacio de um nanofirmaco com caracteristicas

farmacocinéticas favordveis para uso terapéutico.

Palavras-chave: Cumarina, carreadores, estabilidade.



ABSTRACT

The coumarin (C) is a compound present in many medicinal plants typical of the northeastern
region and has many proven pharmacological activities such as anti-inflammatory and
antinociceptive. However, it has ready absorption and fast metabolism, characteristics that can
hamper the development of pharmaceutical formulations from this molecule. Thus,
encapsulation of C and use of formulations with controlled release can provide an alternative
to overcome the problems in using it. Given that, the objective of this study was to develop,
characterize and monitor the stability of a nanostructured lipid carrier C (CLNC). To this end,
two formulations were made with different concentrations of lipid phase (5% to 10%) by high
pressure homogenization in hot-technique using Precirol ATOS® and Miglyol 812® as the
matrix forming lipids. The CLNC was characterized by the diameter (D), polydispersity index
(PDI), the zeta potential (PZ), pH, content and encapsulation efficiency (EE). The suspensions
obtained had samples collected at different homogenization cycles (1, 3 and 5 cycles), to be
evaluated the influence of the number of cycles in the stability, accompanied by a period of 90
days. Right after the production, all samples showed homogeneous appearance and no signs
of instability, however, from the 15th day, samples submitted for only one cycle (1C) and the
one with the highest percentage of lipid phase and three cycles had precipitated. Although
other formulations also remain stable, the CLNC-10% 5C was selected to continue with the
characterization because of its higher concentrations of C and showed initial D of 176.9 £+ 2.0
nm with an increase to 189.1 + 2, 6. PDI remained in narrow distribution range (less than 0.2),
the slightly acidic pH remained stable (around 4.77), the initial content 95.5% experienced a
small decrease with storage time, achieving 85,8%, and EE was constant during the study
days (approximately 65%). Given the above mentioned it was observed that the formulations
were stable when employed a larger number of homogenization cycles, with low loss of C and
constant EE. The CLNC-105C presented technological characteristics of interest and stability,
being a product with potential for development of a nanomedicine with favorable

pharmacokinetic characteristics for therapeutic use.

Key-words: Coumarin, carriers, stability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

Nos ultimos anos o desenvolvimento de novas drogas tem sido insuficiente para
garantir o avanco da farmacoterapia de muitas doengas. Vdrias substancias promissoras que
alcancaram excelentes efeitos in vitro acabaram obtendo resultados insatisfatérios em estudos
in vivo ou etapas clinicas, tendo como principais causas apontadas para esse fendmeno o
rdpido metabolismo, baixa solubilidade, e alta toxicidade das drogas analisadas. (FANG,
2013). Paralelamente ao desenvolvimento de novos farmacos, a habilidade de vetorizar
agentes terapéuticos para sitios de acdo especificos também tem se tornado um dos objetivos
da medicina moderna (SHAPOSHNIK; TAMANOI, 2013).

Uma abordagem promissora para o controle das dificuldades encontradas e
obtencdo das caracteristicas desejadas é o desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos confidveis. Sistemas de liberacdo controlada podem aumentar a eficidcia de uma
droga através do controle espaco-temporal da distribuicio da mesma dentro do organismo

(FANG, 2013; FISHER, KHADEMHOSSEINI, PEPPAS, 2010).

1.2 Sistemas de liberaciao de farmacos

Historicamente as formulagdes farmacéuticas eram desenvolvidas da forma mais
simples possivel na qual pudessem atingir um efeito no tratamento de uma doenca alvo. Antes
de 1950 todos os medicamentos na forma de cdpsulas e comprimidos eram desenvolvidos
para liberacdo imediata do firmaco apds contato com a dgua, o primeiro modelo de liberagdo
controlada veio a surgir em 1952 com o desenvolvimento da tecnologia Spansule® por Smith
Beecham, permitindo o controle da cinética da liberacio do fdrmaco em uma razdo
predeterminada, A partir dai o campo do desenvolvimento dos sistemas de liberagdo sofreu
rapida expansao, resultando na entrada de diversos farmacos novos no mercado. (YUN; LEE;
PARK, 2015).

Sistemas de liberagdo de farmacos se referem a sistemas, tecnologias, abordagens
e formulacOes para o transporte de compostos farmacéuticos através do organismo para
atingir seguramente o efeito desejado (JONATHAN; KARIM, 2016). Esses sistemas
conseguem corrigir ou melhorar problemas encontrados em sistemas de liberacdo imediata,

tais como: 1) baixa solubilidade, através do fornecimento de ambientes tanto lipofilicos
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quanto hidrofilicos, por exemplo; 2) rdpido metabolismo in vivo, provocando a liberagcdo
controlada do farmaco em doses menores e evitando a rdpida degradacdo de todo o firmaco
administrado simultaneamente; 3) falta de seletividade para o tecido-alvo, através de
vetorizacdo de particulas, e farmacocinética desfavordvel, por meio da modificacdo do tempo
de clearence da droga no organismo. (ALLEN; CULLIS, 2004).

Os trinta anos subsequentes ao lancamento do Spansule® caracterizaram a
primeira geracdo de desenvolvimento de sistemas de liberacdo, marcada pela producdo de
inimeros sistemas orais e transdérmicos que rapidamente atingiram o mercado. A segunda
geracdo teve resultados menos expressivos, por comegar a tratar com sistemas mais
complexos que sofriam maior interacdo com as barreiras biolégicas e buscavam atingir
objetivos como formulagdes de depdsito que sustentassem a liberacao de farmacos por até um
meés. J4 nos ultimos anos da segunda geracao iniciaram-se os estudos com nanoparticulas para
o carreamento de firmacos, especialmente para acdo direcionada em células tumorais, que
apesar de bem sucedidas em testes iniciais, falharam em testes clinicos. A terceira geracao de
desenvolvimento, periodo iniciado em 2010 e que se estende até os dias correntes, ¢ marcado
pelo desenvolvimento de formulagdes que possam superar as barreiras bioldgicas e obter uma
maior eficiéncia que aquelas da segunda geracao (PARK, 2015; YUN; LEE; PARK, 2015).

A tecnologia que atualmente tem contribuido o campo dos sistemas de liberagao e
que melhor atinge o objetivo de contornar os problemas citados € a nanotecnologia, o que se
deve especialmente a versatilidade das nanoparticulas e sua capacidade de aprimorar o
transporte de principios ativos podendo realiza-lo através da adsorc¢do, encapsulacdo ou
ligacdo covalente dos ativos com a nanoparticula, caracterizando-os como excelentes sistemas

de liberacdo. (SURI et al,. 2015; LOCKMAN et al., 2002),

1.3 Nanotecnologia e nanomedicina

A nanotecnologia caracteriza-se como o desenvolvimento e processamento de
materiais, dispositivos e sistemas nas quais as estruturas encontram-se em escala nanométrica,
permitindo a manipulacio de &dtomos e moléculas individualmente com precisdo
extraordindria, através da utilizagcdo de metodologias de microscopia eletronica e de
tunelamento (CORBETT et al., 2000). Os materiais obtidos com uso de nanotecnologia
podem ser empregados em diversas dreas da ciéncia, desde a producdo de corantes até em
tecnologias espaciais e desenvolvimento de novos tratamentos médicos que explorem suas

caracteristicas promissoras (KEIPER, 2003).
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A utilizagdo de nanotecnologia no campo da medicina pode ser definida como
nanomedicina e inclui desde sistemas de vetorizagdo de firmacos a nanoparticulas que podem
ser ativadas externamente ao atingir o sitio de acdo (SURI et al., 2015). Estes podem ser
descritos como sistemas de liberacdo de drogas em escala nanométrica, geralmente menores
que 500 nm, embora ndo haja um consenso e alguns pesquisadores considerem uma faixa
mais estreita de 0,1 a 200 nm (LANGER, 1998; DEVALAPALLY; CHAKILAM; AMIJI,
2006).

A produgdo de nanofiarmacos auxilia no controle de desvantagens
farmacocinéticas através da alterac@o no perfil de distribuicdo e liberacdo de drogas, buscando
trazer as melhorias apontadas aos sistemas de liberacdo controlada, como as relacionadas a
solubilidade, permeabilidade através do epitélio, metabolismo enzimatico, complexacdo com
metais e caracteristicas de transporte. Estas vantagens podem resultar na melhora do cuidado
ao paciente através de uma maior aceitacdo ao tratamento, resultante da manutencdo de
concentragdes efetivas de ativo quando comparados aos sistemas de liberacao imediata, bem
como pela reducdo de efeitos colaterais e melhoramento do esquema posoldgico.

(DEVALAPALLY; CHAKILAM; AMIJI, 2006; PARK, 2015).

Os nanossistemas carreadores de firmacos amplamente utilizados na produgao de
nanofarmacos sao divididos essencialmente em dois grupos, os sistemas poliméricos e
lipidicos. Os poliméricos consistem em particulas s6lidas coloidais compostas por polimeros
sintéticos biodegraddveis e ndo biodegraddveis, semissintéticos e naturais, enquanto oOs
lipidicos abrangem dentre outros os lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e os
carreadores lipidicos nanoestruturados. Dentre as vantagens relacionadas a utilizacdo de
particulas lipidicas em detrimento das poliméricas podemos citar a nao utilizacdo de solventes
organicos em sua produc¢do, reduzindo custos e possivel presenca de solventes residuais;
emprego de lipidios biocompativeis, que podem apresentar menor citotoxicidade quando
comparada aos polimeros, e a possibilidade de produ¢do em larga escala empregando facil

escalonamento (FANG, 2013).
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1.4 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados

No grupo dos nanossistemas lipidicos podem ser citados a nanoemulsio,
nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) e os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN). A
nanoemulsdo consiste no emprego de tensoativos para a formacdo de micelas de tamanho
nanométrico contendo um nicleo lipidico liquido, enquanto que as NLS e os CLN tratam-se
de uma evolu¢do da nanoemulsdo resultando em particulas que apresentam uma matriz sélida
a temperatura ambiente. Cada uma das formas citadas possui vantagens e desvantagens, a
nanoemulsdo é a que menos oferece prote¢do ao farmaco quanto a reagcdes de degradacdo, o
que resultou no aumento da utilizacdo dos nanossistemas lipidicos sélidos para o
desenvolvimento de novos produtos (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). As NLS
apresentam uma matriz lipidica cristalina que consegue acomodar menos fdrmaco no seu
interior, podendo sofrer com fendmenos como a transi¢cdo polimérfica que resultam na
expulsdo do ativo da matriz. Devido a isto os CLN estdo sendo mais empregados para o
desenvolvimento de nanossistemas, gracas a sua capacidade de contornar pelo menos em
parte estes problemas. (FANG 2013)

As nanoparticulas lipidicas s6lidas e os carreadores lipidicos nanoestruturados
compartilham diversas caracteristicas: ambos apresentam um nicleo ou matriz constituido de
um lipideo ou combinagdo de lipidios que se apresentam s6lidos em temperatura ambiente ou
temperatura corporal no qual o principio ativo fica aprisionado e sdo produzidas através das
mesmas técnicas de produgdo. A principal diferenga existente entre os dois sistemas baseia-se
nos excipientes utilizados para a formag¢do da matriz lipidica, que € formada apenas por
lipidios sélidos a temperatura ambiente nas NLS enquanto que a dos CLN € formada por uma
combinacdo de lipidios liquidos e sélidos a temperatura ambiente (MULLER; RADTKE;
WISSING, 2002).

O emprego de lipidios liquidos na producdo dos CLN foi considerado uma
evolucdo em relacdo as NLS, pois a utilizacio dos mesmos provoca alteracdes na matriz
inteiramente cristalina encontrada nas NLS em decorréncia da utilizagcdo de lipidios liquidos,
gerando uma matriz com imperfeicdes € com maior capacidade de incorporacdo da droga
(Figura 1), aumentando a eficiéncia de encapsulacdo e o tempo de vida de prateleira do
produto, caracteristicas muito desejadas quando se almeja o desenvolvimento de um novo

medicamento para o mercado. (MULLER et al., 2007).
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Figura 1 - Representacdo esquemadtica de uma NLS com sua matriz cristalina quase perfeita
formada por moléculas idénticas e de um CLN com uma matriz com vdrias imperfei¢cdes que

resultam em uma maior capacidade de carga.

Molécula
/d_-‘;ru:'\ ativa

Imperfeigdes
("Buracos" na cairutura)

Fonte: Adaptado de Miiller et al., 2007

Ap6s a selecdo do carreador lipidico nanoestruturado como sistema de liberagdo a
ser trabalhado, especialmente por sua maior biocompatibilidade quando comparado as
nanoparticulas poliméricas e maior eficiéncia de encapsulacdo em relacdo as nanoparticulas
lipidicas sélidas, iniciou-se a selecao dos lipidios a serem utilizados na referida formulacao,
para isso levou-se em conta a solubilidade do principio ativo nos mesmos. Podem ser
utilizados lipidios naturais, como o 4cido oleico, ou sintéticos, como o0s Gelucires® (FANG
2013). A cumarina, sendo um composto organico de estrutura aromdtica, apresenta-se solivel
em Oleos e gorduras, tornando-se apta para o carreamento na matriz dos CLN. Foram

selecionados entdo o Precirol ATOS e o Miglyol 812 para a constitui¢do da formulacio.

1.5 Cumarina

A cumarina é uma das substincias que tem sido estudadas pelo Centro de Estudos
Farmacéuticos e Cosméticos (CEFAC), nosso grupo em nosso laboratorio, em parceria com o
Laboratorio de Parasitologia (Medicina — UFC) e foi selecionada em decorréncia das
correntes pesquisas de sua acdo leishmanicida. A associacdo de tecnologia a esta molécula
poderé resultar em um aprimoramento dos efeitos obtidos com a sua utilizacdo, tornando-se
de grande interesse para o desenvolvimento de uma formulagdo com caracteristicas
tecnoldgicas e bioldgicas favoraveis para uso clinico.

A cumarina (1,2-benzopirona) é um composto organico heterociclico aromético
naturalmente encontrado em diversos vegetais utilizados comumente na alimentacdo, como
morango € cenoura (GARRARD, 2014), e em espécies como a Justicia pectoralis e

Amburana cearenses, popularmente conhecidas como Chambé e Cumaru, respectivamente, €
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tradicionalmente utilizadas na medicina popular, possuindo comprovada atividade anti-

inflamatdria, antinociceptiva e broncodilatadora (LEAL 1995, 2000).

Figura 2: Estrutura quimica da cumarina

-

O 0

Fonte: Garrard, 2014

Se apresentando como um pé branco cristalino, a maioria da cumarina usada
comercialmente € derivada do salicilaldeido, possuindo odor caracteristico semelhante ao de
baunilha e com ponto de fusdo entre 68 e 70°C, massa molecular de 146,15g/gmol, ponto de
ebulicio entre 297 °C — 299°C. E volitil e levemente soliivel em dgua, sendo livremente
solivel em dlcool, cloroformio, éter dietilico e em Oleos (LAKE, 1999; RODRIGUES, 2005),
0 que possibilita a sua incorporagdo na matriz lipidica dos carreadores lipidicos

nanoestruturados.

Com relacdo ao uso, € frequentemente utilizada em cosméticos e produtos de
limpeza por possuir fragrancia agraddvel e capacidade de mascarar odores, nos perfumes
assume também a funcdo de estabilizador de fragrancia. Do ponto de vista farmacolégico, a
cumarina possui atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva e sua classe quimica apresenta
atividades anticoagulante e antiagregante plaquetdria. Atualmente € utilizada no tratamento
de linfedemas em decorréncia da sua capacidade de melhorar a circulagdo venosa e linfética
(LEAL et al, 1997; GARRARD, 2014), estando disponivel comercialmente em varios
produtos, como no Venalot® e no Varicoss®, onde se apresenta em associacdo com a

troxerrutina.

A cumarina passa por rdpida absorcdo pela pele e pelo intestino, porém, sua
farmacocinética sofre alteracdes de acordo com a via de exposicao. A cumarina absorvida por

via tépica evita o metabolismo de primeira passagem hepatico, enquanto por via oral tem uma
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absorcdo vinte vezes maior quando administrada em bolus em relacdo a mesma quantidade
administrada juntamente com a dieta (GARRARD, 2014).

Depois que atinge a circulacdo sanguinea, passa primeiro pelos pulmdes onde
grande parte é exalada e o restante sofre metabolismo por hidroxilacdo, gerando metabolitos
hidroxilados, majoritariamente a 7-hidroxicumarina, e este processo ¢ dependente da
capacidade metabdlica do 6rgdo alvo e das concentragdes da substancia no mesmo (LAKE,
1999; GARRARD, 2014).

A 1,2-benzopirona ndo apresenta evidencias de acumulacdo nos tecidos e o
metabolito majoritario é rapidamente eliminado pela urina nos humanos, diferentemente do
que ocorre em ratos e coelhos, onde hd uma maior excre¢do biliar. A metabolizacdo da
cumarina € altamente modificada de acordo com a espécie, em ratos por exemplo sofre
metabolizacdo hepatica, sendo convertida em 3,4-ep6xido cumarina, sofrendo rapido
rearranjo para o composto téxico o-hidroxiacetaldeido (GARRARD, 2014).

A volatilidade da cumarina, sua rdpida absor¢do e metabolismo se tornam
obstdculos no desenvolvimento de formulacdes estdveis, dessa maneira, a sua incorpora¢ao
em um sistema que possa reduzir sua volatilidade, aumentando sua estabilidade fisica e que
possa controlar sua liberagdo, evitando que toda a cumarina seja metabolizada rapidamente
torna-se um ponto chave para o desenvolvimento de produtos estdveis com farmacocinética

melhorada.

1.6 Excipientes

1.6.1 Precirol® ATO5

O Precirol® ATO5 é um lipidio sélido a temperatura ambiente, caracterizado
como um po branco fino com odor caracteristico leve, que também € conhecido como
Gelucire® 54/02. Gelucires sdo compostos por misturas de glicerideos e ésteres de acidos
graxos e polietilenoglicol e sdo representados por dois niimeros, onde o primeiro representa a
temperatura de fusdo e o segundo o seu valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL)

(HAMDANI; MOES; AMIGHI, 2003; AL-DHALLI, 2007).

Sendo utilizado amplamente em formulagdes orais como lubrificante e

7z

.o . ® . ~ .
mascarador de sabor em comprimidos, o Precirol® € considerado uma substancia
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essencialmente ndo toxica e ndo irritante. (ROWE 2009). Muito bem tolerado, o Precirol
ATOS ndo produz irritacdo na pele ou nos olhos e possui DL50 >6g/Kg, avaliada em ratos

(GATTEFOSSE, 2012)

1.6.2 Miglyol® 812

Trata-se de uma mistura de triglicerideos de cadeia média, principalmente de
dcidos cdprico e caprilico, apresentando-se liquido a temperatura ambiente. Apresenta

coloragdo levemente amarelada e praticamente ndo possui odor ou sabor.

Os triglicerideos sdo os excipientes mais utilizados em formulacdes de base
oleosa e muito interesse tem sido demostrado na sua utilizacdo como veiculo para drogas

pouco soliveis em dgua. (LE BARS et al, 2015).

Largamente utilizados em preparacdes orais e parenterais, tanto como agente
emulsionante quanto como agente nutricional em individuos com mé absorcao de gorduras, os
triglicerideos de cadeia média sd@o considerados materiais essencialmente ndo téxicos e nao
irritantes. (ROWE 2009) Estudos mostraram que ele é bem tolerado e ndo causa efeitos

toxicos, porém a administracdo prolongada pode provocar a elevacdo de triglicerideos e de

colesterol (SELLERS et al., 2008).

1.6.3 Poloxamer P188

Os poloxamers sdo copolimeros sintéticos formados por trés blocos, um bloco
central formado por uma cadeia hidrofébica de polioxipropileno ladeado por dois blocos
hidrofilicos de polioxietileno, adquirindo caracteristica anfifilica, sendo soluvel tanto em dgua

quanto em solventes organicos. (TANG et al, 2013)

O Poloxamer P188 especificamente possui peso molecular de 8400 Daltons com
80% de polioxietileno, tem seu uso aprovado pelo FDA como agente redutor de viscosidade
no sangue antes de transfusdes. E bem tolerado mesmo em exposicdes repetidas e suas

propriedades surfactantes sdo muito empregadas em aplicagdes farmacéuticas e cosméticas,
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apresentando toxicidade minima quando aplicado em curtos periodos.(MOLOUGHNEY;
WEISLEDER, 2012). Estudo duplo cego avaliando a utilizacdo do P188 na redu¢do da dor
aguda em portadores de anemia falciforme mostrou que o mesmo € bem tolerado e ndo

apresenta diferencas em relacdo ao placebo no que se trata de reagcdes adversas. (ADAM-
GRAVES et al, 1997)
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2 JUSTIFICATIVA

Os avangos na descoberta de novos farmacos para o tratamento de doencas de
impacto social, como cancer e doencas negligenciadas, tem sido um grande foco de pesquisa
mundial, no entanto novas substancias esbarram em problemas como toxicidade, baixa
biodisponibilidade rdpido metabolismo e farmacocinética inadequada. Estes e outros aspectos
podem ser superados ou minimizados por meio da nanotecnologia, com o emprego de
nanossistemas que possam controlar a liberacdo dos ativos e protege-los da degradacao
(FANG, 2013). Estas melhorias também podem ser aplicadas a novos fairmacos ou naqueles ja
utilizados na clinica, onde podem ter sua atividade melhorada e, dependendo das

caracteristicas alteradas, serem empregados em novas fungdes;

A cumarina, por tratar-se de uma molécula bioativa, encontrada em varias
espécies de plantas medicinais e utilizada clinicamente no tratamento de problemas vasculares
e da circulagdo sanguinea tornou-se objeto do presente trabalho, isso por apresentar absor¢ao
imediata e extensa metabolizacdo no organismo, sendo rapidamente excretada. (LEAL, 1995;
GARRARD, 2014). A estratégia do estudo é que essas caracteristicas da cumarina podem ser
atenuadas ou contornadas através da sua incorpora¢do em CLN, uma tecnologia de sistema de
liberacdio de farmacos inovadora e que tem sido alvo de muitos estudos para o

desenvolvimento de novos medicamentos mostrando-se promissora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar carreador lipidico nanoestruturado de Cumarina (C),
assim como avaliar sua estabilidade, contribuindo para o desenvolvimento de um

nanofarmaco.

3.2 Objetivos especificos

* Desenvolver carreador lipidico nanoestruturado contendo C (CLNC) pela

técnica de homogeneizac¢do em alta pressao a quente;

» Caracterizar carreador lipidico nanoestruturado contendo C (CLNC) quanto ao
diametro (D), indice de polidispersao (PDI), potencial zeta (PZ), pH, teor e Eficiéncia de
Encapsula¢ao (EE);

* Avaliar estabilidade do CLNC por um periodo de 90 dias.
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4 MATERIAIS

4.1 Drogas, reagentes e padroes de trabalho

A cumarina, molécula de estudo, foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich®
(EUA), pureza >99,0%. Os adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substancias quimicas de
referéncia utilizados no desenvolvimento da pesquisa estdo listados na tabela 1 com
respectivo fornecedor. A dgua foi purificada por uma sequéncia de destilacdo (Destilador

Quimis®, Q341-25, Brasil) e deionizagdo (millipore, simplicity 185, Brasil).

Tabela 1 - Adjuvantes farmacéuticos, reagentes e substdncias quimicas de referéncia

utilizadas na pesquisa.

Adjuvantes farmacéuticos e reagentes Fornecedor
Acetonitrila JT Baker®, EUA
Etanol (PA) Vetec®, Brasil
Metanol (HPLC) JT Baker®, EUA
Miglyol® 812 DEG®, Brasil
Poloxamer® P188 Sigma-Aldrich®, EUA
Precirol® ATO5 Gattefossé® Franca
4.2 Equipamentos

No preparo, caracterizacdo e estudo de estabilidade dos carreadores lipidicos
nanoestruturados foram utilizados os seguintes equipamentos: banho-maria (modelo ALB
250C, ALBRAS®, Brasil); homogeneizador de alta pressdo (modelo Nano DeBee, Bee
international®, EUA); deionizador (modelo simplicity 185, MILLIPORE®, Brasil); Zetasizer
Nano- ZS (Malvern Instruments®, UK); cromatédgrafo liquido de alta efici€éncia (modelo
Alliance 2695, Waters®, Alemanha); pipetas automadticas (Gilson®, Franga); agitador
magnético (modelo Mag-multi, Marte®, Brasil), balanca (modelo HR200, A&D, japao),
pHmetro (modelo HI 221, HANNA instruments, Brasil) e centrifuga (modelo Universal
320R, Hettich, Alemanha).
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5 METODOS

5.1 Desenvolvimento de carreador lipidico nanoestruturado

Os CLN foram preparados por meio da técnica de homogeneizacdo em alta
pressdo a quente, uma das mais utilizadas na produgdo destes carreadores (FANG, 2013).
Seguindo a técnica, a fase lipidica contendo o lipidio s6lido (Precirol ATOS), o lipidio liquido
(Miglyol® 812) e o farmaco (Cumarina) foram aquecidos a uma temperatura superior em 15°C
a temperatura de fusdo da cumarina (85°C), sob agitacdo constante até a completa dissolugao,
pois esta era o componente com mais alta temperatura de fusdo. Em seguida, a fase aquosa
constituida de dgua ultrapura e tensoativo (Poloxamer 188) foi aquecida 2 mesma temperatura
(85°C) e vertida sobre a fase oleosa, ainda sob aquecimento e agitacdo. A suspensio obtida foi
entdo levada ao homogeneizador de alta pressdao no qual foi submetida a cinco ciclos de
homogeneizacdo e entdo acondicionada em frasco vedado em geladeira. Em relacdo a
concentracao da fase lipidica, foram preparadas duas suspensdes (5 e 10% de fase lipidica).
Ainda uma formulac@o branca (CLNB) foi preparada de modo semelhante sem a adi¢do do
farmaco para fins de comparac¢do. Uma aliquota de amostra foi coletada nos ciclos 1, 3 e 5 de

cada formulagdo para andlise posterior.

5.2 Caracterizaciao do CLNC

5.2.1 Avaliacdo macroscopica

Para andlise macroscdpica, os principais sinais de instabilidade como cremeacao,
precipitacdo e separacdo de fase foram observados juntamente com outras caracteristicas,

como coloragdo e aparéncia geral.

5.2.2 Diégmetro das particulas e Indice de Polidispersao

Os parametros de diametro das particulas (D) e o indice de polidispersdao (PDI)
das amostras foram obtidos utilizando a técnica de espalhamento dindmico de luz, também
conhecido como espectroscopia de correlacdo de fotons, utilizando o equipamento Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments®, UK). Esse equipamento usa um feixe de luz sobre a

amostra e a intensidade da luz espalhada oscila a um ritmo dependente do diametro das
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particulas que constituem o sistema fluido tornando possivel a determinacdo do mesmo
(PATTY e FRISKEN, 2006). Ja o indice de polidispersao, calculado pelo equipamento,
reflete o perfil de homogeneidade no didmetro das particulas da amostra, j4 que uma

polidispersividade alta indica que as particulas nio estdo homogéneas (UNER, 2006)

Para caracterizac@o desses parametros, foi feita a diluicao da formulacdo em 1 mL
de 4dgua ultrapura na proporcdo de 1:10000. As medidas foram efetuadas a uma temperatura
de 25°C. Os valores obtidos foram calculados como a média + desvio padrao de trés medidas

de cada ciclo do CLN.

5.2.3 Potencial zeta

O potencial zeta das amostras foi determinado por microeletroforese doppler a
laser, utilizando o equipamento Zetasizer Nano- ZS (Malvern Instruments®, UK), que aplica
um campo elétrico provocando o movimento das particulas de acordo com o seu potencial
zeta (MALVERN, 2013). O espalhamento de luz em fases € entdo utilizado para determinar
este potencial, ja que a variagdo na frequéncia da luz espalhada é proporcional a mobilidade
eletroforética (PATTY e FRISKEN, 2006).

Para a referida determinacgado, foi feita a diluicdo da formulagdo em 1 mL de
solu¢do salina na proporcao de 1:10000, mantendo sempre a condutividade das amostra de 70
— 90 uScm. As medidas foram efetuadas a uma temperatura de 25°C e os valores obtidos

foram calculados como a média + desvio padrao de trés medidas de cada ciclo do CLN.

5.2.4pH

O potencial hidrogenionico foi determinado utilizando potencidmetro previamente
calibrado com solucdes tampdo padrao em pH 7,0 e 4,0, de acordo com instru¢des do

fabricante. A avaliacdo foi realizada diretamente na suspensao.

5.2.5 Teor do CLNC

O doseamento da C foi realizado por Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia
(CLAE), através de método previamente desenvolvido e validado em nosso laboratério

(FONSECA, 2009), na formulacdo com 10% de fase lipidica e submetida a 5 ciclos de
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homogeneizag¢do (CLNC 10% 5C). Foram transferidos 100 ul da suspensdo de CLNC para
BV 25 mL, adicionados 5 mL de Etanol e completado o volume com dgua ultrapura. Os
resultados foram expressos como percentual da concentragdao de C adicionada a suspensao no

inicio da preparacao.
5.2.6 Eficiéncia de Encapsulacdo

A eficiéncia de encapsulacdo visa determinar a concentracdo do farmaco
associado intimamente ao carreador lipidico nanoestruturado em relacdo ao total de farmaco
adicionado a preparacdo. A técnica utilizada para a separacdo do farmaco livre daquele
encapsulado foi a ultrafiltracdo-centrifugacio (MARCHAL-HEUSSLER et al., 1990).
Novamente foi escolhido o CLNC 10% 5C. Aliquotas de 3 mL da suspensdo de CLNC foram
adicionadas ao sistema de ultrafiltracdo da Microcon (10.000 Da, Millipore) e submetido a
centrifugacao (3.000 rpm) por 30 min a 25 °C. Os nanocarreadores ficaram retidos no filtro
enquanto a C livre na suspensao passou para o ultrafiltrado. 100 pl deste ultrafiltrado foram
retirados e diluidos em 300 ul de acetonitrila e 600 ul de dgua ultrapura e a quantidade do
farmaco foi determinada por CLAE. Para a determinacdo do farmaco total, utilizou-se a
mesma metodologia descrita no item anterior. O percentual de encapsulagdo (PE) foi
determinado a partir da razdo entre a diferenga da concentracdo total de C na amostra (CT) e a

concentragao de C livre (CL) e a concentragdo total, multiplicada por 100 (Equagdo 1).

PE == 100
CcT

(Equacgao 1)
5.3 Estudo de Estabilidade dos CLNC

Foi realizado estudo de estabilidade do CLNC. Os carreadores foram
acondicionados em frascos de vidro incolor e armazenados em geladeira (até 10°C). Foi
realizada a avaliacdo macroscopica das suspensdes observando aspectos como coloracio e
presenca de sinais de instabilidade como cremeacdo, precipitacdo ou separacdo de fases.
Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas, como Diametro, Indice de Polidispersao,

Potencial Zeta e pH nos tempos inicial (1° dia), 15, 30, 60 e 90 dias apds a preparagdao do
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CLNC. O teor e a eficiéncia de encapsulacdo foram realizados nos tempos 30 e 60 dias apds a

preparacdo do nanosistema na formulagdo CLNC 10% 5C.

5.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0
(USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e a
comparacdo entre as médias foi realizada utilizando andlise de varidncia (ANOVA) seguida
pelo Teste de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

P <0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo desenvolveu e caracterizou de maneira inédita um sistema
nanoparticulado de cumarina, com auxilio de um carreador lipidico nanoestruturado e foi
avaliado ainda a sua estabilidade. Nesse sentido os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados
de Cumarina (CLNC) foram caracterizados quanto ao seu diametro médio, indice de
polidispersdo (PDI), potencial zeta (PZ), pH, teor de ativo e eficiéncia de encapsulagdo. No
estudo, os resultados da avaliacdo de estabilidade serdo apresentados simultaneamente com a
caracterizacao.

Durante o processo de desenvolvimento, foram preparados sistemas obtidos por
diferentes concentracdes de lipidios e niimero de ciclos de homogeneizacdo. A utilizacdo de
diferentes concentracdes de fase lipidica no desenvolvimento dos CLN objetivava obter uma
formulacao estdvel que comportasse uma maior concentra¢do de ativo, pois se sabe que este
estard aprisionado dentro da matriz lipidica, logo, quanto maior a concentragdo de lipidios
formando a matriz, maior teor de ativo poderd ser encapsulado. Ja a avaliacio do nimero de
ciclos buscava determinar a quantidade minima de ciclos necessdria para que a formulagao se
apresentasse estdvel, tendo em vista que um maior nimero de ciclos resulta em um maior
tempo e custo de producdo, especialmente quando se considera uma producdo em larga
escala. Para isso, as amostras de todos os diversos ciclos foram caracterizadas para que se

pudesse observar se haveria alguma alterag@o entre os ciclos e se estas se manteriam estaveis.

6.1 Avaliacao macroscépica

Na avaliacdo macroscopica pdode ser observado que todas as formulagdes de
CLNB (sem o firmaco) e CLNC (com cumarina) mostraram aspecto macroscopico
homogéneo e leitoso com reflexo azulado quando produzidas, independente do ciclo (1C, 3C
e 5C) ou da concentracdo da fase lipidica (5 e 10%). Esse aspecto € decorrente do efeito
Tyndall ou movimento browniano das particulas, que resulta da dispersdao da luz incidente
através do meio, gerando um reflexo azulado caracteristico que ocorre em suspensoes
coloidais com particulas em tamanho nanométrico (SCHAFFAZICK et al., 2002)

No decorrer do estudo de estabilidade do CLN (armazenado em geladeira até
10°C) o que se observou foi que, a partir do 15° dia, as formulagdes com 5% de fase lipidica

submetidas a 1C de homogeneizagdo e as com 10% submetidas a 1C e 3C apresentaram sinais
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de instabilidade, caracterizada pela formacdo de precipitados, o que nos mostra que apenas
um ciclo de homogeneiza¢do nao foi suficiente para a estabilizacdo das formulagdes, assim
como trés ciclos também ndo foram suficientes para as formulacdes com maior porcentagem
lipidica. Sabendo-se que o nimero de ciclos representa um paradmetro importante para a
estabilidade da formulacdo e que algumas delas exigem uma grande quantidade de ciclos,
como visto em Tang et al. (2013) que empregou até 15 ciclos no desenvolvimento de sua
formulacdo, logo a obtencdo de formulacdes estdveis com cinco ciclos é um resultado

bastante favoravel.

Perante a instabilidade macroscépica das amostras que sofreram precipitacdo, as
mesmas nao prosseguiram para o estudo de estabilidade. As demais amostras permaneceram
com aspecto leitoso com reflexo azulado assim como observado inicialmente durante os 90

dias em que se decorreu o estudo, atestando mais uma vez sua estabilidade.

6.2 Diametro das particulas

A andlise do diametro das nanoparticulas é considerada uma das mais importantes
para a caracterizacdo e acompanhamento da estabilidade das mesmas, levando em
consideragdao que a definicao de nanoparticulas baseia-se essencialmente no seu tamanho. O
diametro das particulas pode ser afetado por diversos parametros, como método de produgao,
surfactante utilizado, caracteristicas quimicas dos lipidios, nimeros de ciclos de
homogeneizacdo e outros. A alteracdo destes pardmetros pode ser realizada de modo a obter

particulas com maior ou menor didmetro (UNER, 2006; HAN et al., 2008).

A partir dos valores de didmetro encontrados na Tabela 2 podemos observar que
as particulas de todas as amostras se apresentaram inicialmente na faixa de 164,5 + 0,0 a
180,9 + 1,3 nm, uma variagdo de cerca de 10% entre a amostra com maior € menor didmetro,
mostrando que um aumento no nimero de ciclos de homogeneizacdo ndo provoca grandes
alteracdes no tamanho das particulas, assim como descrito por Tang et al. (2013), que
observou mudangas negligencidveis no tamanho de nanoparticulas de uma droga antitumoral
ainda em testes, a Q39, no decorrer de 15 ciclos de homogeneizacdo. Ainda com estes dados
podemos concluir que a presen¢ca da cumarina ndo provocou mudangas considerdveis no

didmetro médio das particulas.
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Ademais, pode-se concluir através dos dados que a maior porcentagem de fase
lipidica ndo resultou em um maior tamanho de particula, pois as formula¢des com 10% de
fase lipidica apresentaram pequena diferenca comparadas as formula¢des com 5%, sendo esta
variacdo de tamanho menor do que 10% tanto na CLNB quanto na CLNC, esta ultima
apresentando mudangca de apenas 1,2 nm no didmetro médio quando comparadas as
formulacdes com 5% e 10% de lipidios € mesmo numero de ciclos, indo de encontro ao
demonstrado por Hany e El Gazayerly (2011), que explica que um aumento na fase lipidica
dispersada pode resultar numa reducdo da eficiéncia de homogeneizacdo e consequente

aumento do tamanho.

O crescimento do tamanho das particulas, analisado através da variagdo do
diametro, deve ser acompanhado durante o tempo de estocagem para a avaliagdo da
estabilidade da formulac¢do, onde o crescimento das particulas ao decorrer do tempo é um

indicativo de instabilidade. (SCHAFFAZICK et al.,2003)

Quanto a estabilidade, as formula¢des sofreram pouca variacdo no didmetro das
particulas no decorrer do estudo, pois apesar de algumas delas terem apresentado uma
variacdo estatisticamente significante durante o decorrer dos 90 dias, esta significancia é
resultante do reduzido desvio padrdo obtido e as variacdes encontradas foram menores que
10% do diametro médio inicial, com exce¢cdo do CLNC5% 5C que apresentou um aumento
médio de 43,9 nm no 90° dia quando comparado ao primeiro, sendo este um indicativo de

instabilidade.

Nos nanocarreadores sem ativo, a maior variacdo de tamanho foi encontrada na
formulacdo com 10% de fase lipidica e submetida a 5 ciclos de homogeneizagdo (CLNB10%
5C), estando no intervalo de 174,7 £ 2,5 (90° dia) a 192,3 = 2,1 (60° dia). J4 nas com
cumarina, maiores alteracdes foram notadas na formulacdo com 5% de fase lipidica e
submetida a 5 ciclos de homogeneizacdo (CLNC5% 5C) estando na faixa de 170,1 + 0,5 (60°
dia) a 222,0 £ 15,6 (90° dia).



Tabela 2. Caracterizagdo das formula¢des quanto ao didmetro.

Nanosistema 1° dia 15° dia 30° dia 60° dia 90° dia
CLNB5% 3C 173,1 £2,5 170,1 £2,0 165,6 £0,5%  165,3 +0,0* 167,8 1,6
CLNB5% 5C 164,5 £ 0,0 174,4 £0,5%  166,5+0,0* 171,7+1,2* 168,9 £0,7*
CLNB10% 5C 180,9 £ 1,3 1849+1,3 184,1+£1,5 192,3 £0,2* 174,77 £2,5%
CLNC5% 3C 177,8 £0,3 170,8 £ 2,3 167,8 £0,3 170,8 £ 2,7 169,7 £ 1,9
CLNC5% 5C 178,1 £2,2 173,1 £2,2 174,1 £0,4 170,1 £0,5 222,0+15,3*
CLNC10% 5C 176,9 £ 2,0 175,9 £2,0 174,5 £ 0,6 176,5 £ 0,5 189,1 £2,6*

Os resultados representam a media = DP (n=3); * vs 1° dia (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey);
CLNB 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado branco, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos
CLNC 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado de cumarina, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos

33



34

6.3 Indice de polidispersao

O 1indice de polidispersdo das amostras, contido na Tabela 3, apresentou-se
abaixo de 0,2 em todas as formulacdes quando da sua producdo, sendo o menor valor o de
0,115 £ 0,015 apresentado pela CLNB 10% 5C e o maior valor o de 0,181 + 0,015 referente a
CLNC 10% 5C, mostrando que as formulacdes apresentaram boa homogeneidade e estreita
faixa de distribuicdo de tamanhos. Corroborando com nossos estudos, Alves et al (2007)
também obteve estreita faixa de distribuicdo de tamanhos em sua formulagdao de

nanocarreadores de nimesulida, que apresentaram valores de PDI abaixo de 0,25.

Ainda a partir destes resultados pode-se assegurar que os dados de diametro
obtidos conjuntamente com o PDI estdao vélidos, pois estes se apresentaram abaixo de 0,2 e
em medidas com polidispersividade maior que 0,5 ndo se € prudente confiar no tamanho
obtido pelo espalhamento dindmico de luz, tornando-se entdo necessdria uma andlise de

distribuicdo para a determinacdo do pico de tamanho da amostra. (MALVERN, 2013).

Durante a avaliacdo da estabilidade dos CLNB e CLNC do 1° ao 90° dia,
observou-se que algumas amostras apresentaram variagdes estatisticamente significativas em
comparacao ao valor obtido inicialmente, no entanto, esta variacdo deve-se principalmente ao
reduzido desvio padrio, assim como ocorrido na determinacdo do didmetro médio. A amostra
CLNC5% 5C apresentou a maior variagdo, saindo de 0,132 + 0,023 no 1° dia para 0,304 +
0,049 no 90°dia, um PDI maior que o dobro das médias anteriores. J4 a amostra CLNC10%

5C praticamente nao sofreu variagao, tendo um valor de 0,181 = 0,015 no 1° dia e de 0,189 +

0,014 no 90° dia.

O aumento do PDI da amostra CLNC5% 5C juntamente com o aumento no seu
didmetro médio nos mostra uma possivel instabilidade da mesma, pois mudancas na
distribuicio de tamanho de particulas podem indicar uma tendéncia a agregacdo e
sedimentacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Um maior periodo de estudo seria necessirio

para a confirmacao da tendéncia supracitada.



Tabela 3. Caracterizagcao das formulagdes quanto ao PDI (PDI £+ DP).

Nanosistema 1° dia 15° dia 30° dia 60° dia 90° dia
CLNB5% 3C 0,121 £0,009 0,171 £0,004* 0,128 £0,009 0,123 +£0,002 0,121 £0,013
CLNB5% 5C 0,138 £0,027 0,178 +£0,007* 0,121 £0,017 0,135+0,021 0,146 + 0,008
CLNB10% 5C 0,115+0,015 0,125+0,013 0,114+£0,015 0,114 +0,025 0,141 £0,017
CLNC5% 3C 0,144 £0,018 0,164 £0,011 0,144 +0,008 0,163 £0,013 0,136 +0,017
CLNC5% 5C 0,132 £0,023 0,152+0,022 0,146 +£0,008 0,148 +0,008 0,304 £ 0,049*
0,181 £0,015 0,141 £0,016 0,131 £0,028* 0,135+0,015 0,189 +0,014

CLNC10% 5C

Os resultados representam a media + DP (n=3); * vs 1° dia (p < 0,05 - ANOVA e Teste de Tukey);
CLNB 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado branco, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos
CLNC 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado de cumarina, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos
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6.4 Potencial zeta

Outro importante parametro de caracterizacdo das dispersdes coloidais € o
potencial zeta, que pode ser definido como uma medida da carga da particula (HAN et al.
2008). Além de sua importancia na estabilidade, o potencial zeta também exerce grande
influéncia na interacdo das particulas com o organismo, provocando alteracdes na
farmacocinética. Nanoparticulas negativamente carregadas, por exemplo, tendem a manter-se
por mais tempo na corrente sanguinea e apresentar menos citotoxicidade, enquanto as
carregadas positivamente podem ser utilizadas como um sistema mucoadesivo gragas a sua
capacidade de interacdo com a mucosa que € normalmente negativa (HONARY e ZAHIR,
2013a, 2013b).

Todas as formulagdes analisadas apresentaram PZ inicial maior que |30| mv,
como visto na Tabela 4, o que lhes confere maior estabilidade e menor possibilidade de
agregacdo das particulas devido a existéncia de uma grande repulsdo elétrica entre as mesmas.
(HAN et al, 2008; HONARY e ZAHIR, 2013b).

Surfactantes nao idnicos como o Tween 80 e o Poloxamer 188 sao capazes de
estabilizar a suspensdo de nanoparticulas através de estabilizacao estérica e quando em
conjunto com a estabilizacdo eletrostética, atua sinergicamente necessitando de um potencial
zeta de apenas |20| mv para sua estabilizacdo (HAN et al, 2008; HONARY e ZAHIR, 2013Db).
Conhecendo-se entdo a natureza do surfactante empregado e o potencial obtido pelas
particulas, espera-se que a formulacdo apresente-se estavel por longo periodo de tempo, assim
como visto em estudo de HAN (2008) que obteve particulas estdveis por mais de um ano ao
combinar a estabilizacdo do tween-80 e do Poloxamer 188 com um potencial zeta de -16mv.

Alteragdes no Potencial Zeta sdo atribuidas a mudancas na interface com o meio
dispersante, o que o torna um parametro importante para a avaliacdo da estabilidade. A
variacdo dessa caracteristica em relagdo ao tempo de armazenamento pode ser consequéncia
da adsor¢do de estruturas 10nicas da suspensao (MAGENHEIM; BENITA, 1991) e por isso os
seus valores foram acompanhados durante todo o estudo.

Durante os 90 dias de acompanhamento, as amostras mantiveram-se com
potencial zeta menor que -30 mv, valor desejavel para estabilizacdo eletrostatica. Embora
algumas amostras tenham apresentado variacdo significativa em relacdo ao 1° dia, todas se
mantiveram no valor de interesse. As maiores variagdes foram identificadas nas formulagoes
com 10% de fase lipidica, que passaram de -34,6 + 3,2 (15° dia) para -47,0 + 2,2 (90° dia) na
CLNB 10%5C e de -34,7 £ 2,0 (15° dia) para -44,4 + 1,4 (90° dia) na CLNC 10%5C,
sugerindo que uma maior porcentagem lipidica pode resultar em alteracdes no potencial zeta

apos longos periodos de estocagem.



Tabela 4. Caracterizacdao das formulagdes quanto ao potencial zeta (PZ + DP).

Nanosistema 1° dia 15° dia 30° dia 60° dia 90° dia
CLNB5% 3C -43,1+24 -40,1 £2.2% -445+ 1,5 -39,6 £ 0,0* -45,2 £ 0,5
CLNB5% 5C -35,7+1,0 -345+£1,9 -38,8 £0,0 -35,5+£23 -39.9 £ 1,1*
CLNB10% 5C -38,6 £3,5 -34,6 £3,2 -35,7+£2,7 -37,8 £ 1,7 -47,0 £2.2%
CLNC5% 3C -37,9£0,9 -39,7 £ 0,7 -36,9£24 -352+£1,6 -352+ 1,6
CLNC5% 5C -40,7 £ 1,7 -37,7+£0,3 -45,2 £ 0,6* -41,6 £2,5 -422+3.5
-39,7+ 1,8 -34,7 £2,0* -37,6 £0,5 -351+14 -44.4 + 1,4*

CLNC10% 5C

Os resultados representam a media + DP (n=3); * vs 1° dia (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey);
CLNB 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado branco, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos

CLNC 5 e 10% 3 e 5C: Carreador lipidico nanoestruturado de cumarina, 5 e 10% de lipidio, 3 e 5 ciclos
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6.5 pH

Na avaliacdo do pH nas CLNB e CLNC, todas as amostras apresentaram pH
acidico no primeiro dia, estando na faixa de 4,62 a 4,87, mostrando que a concentracdo de
fase lipidica e a presenca de cumarina produziram pouca influéncia no pH da formulagao.
(Tabela 5). Em relacdo ao nimero de ciclos nas formulagdes, estudos adicionais sdo

necessarios.

Durante os dias em que foram acompanhadas as formula¢des com diferentes
concentragdes lipidicas (5% e 10%), ndo foram observadas variagOes significativas. As
amostras nao sofreram grandes variagdes nos valores de pH, apresentando um valor maximo
de 4,91, o que € um bom sinal de estabilidade pois variacdes neste parametro podem ser
indicativos da degradacao dos constituintes do nanossistema por processos como hidrélise dos

constituintes da nanoparticula. (GUTERRES et al., 1994; SCHAFAZICK et al., 2003).

Tabela 5. Caracterizagao das formulagdes quanto ao pH.

Nanosistema 1° dia 15° dia 30° dia 60° dia 90° dia
CLNB5% 5C 4,87 4,80 4,89 4,83 4,76
CLNB10% 5C 4,62 4,72 4,67 4,39 4,65
CLNC5% 5C 4,76 4,81 4,88 4,91 4,81
CLNC10% 5C 4,81 4,77 4,84 4,62 4,72

CLNB 5 e 10% 5C: Carreador lipidico nanoestruturado branco, 5 e 10% de lipidio e 5 ciclos
CLNC 5 e 10% 5C: Carreador lipidico nanoestruturado de cumarina, 5 e 10% de lipidio e 5 ciclos
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6.6 Teor de C e eficiéncia de encapsulacio (EE)

Até o momento as caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelo CLNC
10%5C, mostraram-se com pequenas variagdes (<10%) e dentro do intervalo das
especificagdes para um nanossistema com caracteristicas tecnolégicas desejdveis, isso durante
o periodo investigado. Assim, prosseguimos o estudo com a CLNC 10%5C, considerando a
maior concentracdo de lipidios dessa formulacdo em relagdo ao CLNC 5%5C, o que contribui
para a incorporacdo de um maior teor de ativos organicos como a cumarina, avaliando o teor

de cumarina e a eficiéncia de encapsulacdo desse sistema em dois instantes, no 30° e 60° dia.

Os dados sobre o teor contidos na Tabela 6 nos permitem afirmar que nao houve
grande variacdo da concentracdo de cumarina durante o processo de produgdo dos
carreadores. Esse resultado foi interessante considerando que a cumarina é uma substancia
volatil e mesmo exposta a uma alta temperatura (85°C) durante o processo de produgdo das
nanoparticulas, ainda apresentou um teor de 95,3% de cumarina apds 30 dias, um resultado

considerado excelente.

Na avaliac¢do do teor do CLNC 10%5C no 60° ap6s sua produgao, foi observado
um teor de 85,8% de cumarina no nanossistema, dessa forma ocorreu uma reducio de apenas
10% de cumarina na formulacdo, porém esta ndo foi muito acentuada, sendo um O6timo
resultado, considerando que até o 60° dia de estudo, o teor de cumarina sofreu pequena

alteracao.

A eficiéncia de encapsulagdo sofre direta interferéncia da capacidade de interacao
entre o ativo e a matriz lipidica, a baixa solubilidade do ativo na fase lipidica pode resultar em
baixa eficiéncia de encapsulacdo, pois esta solubilidade pode ser diminuida quando a

preparacdo passa pelo resfriamento da fase lipidica fundida (FANG, 2013).

A eficiéncia apresentada pela formulagdo apos os primeiros 30 dias foi de cerca de
65%, valor muito préximo ao encontrado em outros estudos, como o realizado por Iemsan-
Arng (2015) que produziu carreadores lipidicos nanoestruturados do corante coumarin 6 com
o intuito de investigar o controle de liberacio do mesmo e obteve uma eficiéncia de
encapsulacio de 60,2%. E importante observar que é de interesse que uma parte do ativo

apresente-se externamente a formulacdo, para que este possa apresentar a¢do imediata assim
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que administrado, enquanto os nanocarreadores permitam a manutenc¢do das concentragdes de

ativo. (MEI et al., 2013)

No presente estudo, a Eficiéncia de Encapsulagio do CLNC 10%5C esteve em
torno de 65% (Tabela 6), mostrando pouca variagdo nos periodos investigados, ou seja, no

30° (64,9%) e 60° dia (66,7%) apds a preparacao.

Tabela 6. Caracterizagdo da formulagdo CLNC 10% 5C quanto ao teor e eficiéncia de

encapsulacdo.

30°dia  60° dia

Teor de C 95,3 % 85,8%
EE 649 % 66,7 %
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que dentre as formulag¢Ges
desenvolvidas, o CLNC 10%5C possui composi¢do e caracteristicas fisico-quimicas de
interesse para um nanofiarmaco, além da estabilidade durante o periodo avaliado, do teor e da
eficiéncia de encapsulacdo satisfatérios. Contudo, estudos adicionais sdo necessdrios para a

melhor caracterizacdo do produto e avaliacdo bioldgica.
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