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Resumo

Este estudo propbe preparar sistemas nanocarreadores para solubilizagdo e incorporagdo de
ativos hidrofébicos e realizar sua caracterizagao fisico-quimica. Um sistema nanoparticulado
composto por lipidios de origem natural e copolimeros em bloco foi designado para a
incorporagédo de dois ativos hidrofébicos, constituindo duas formulagdes nanoestruturadas
diferentes. Apos a determinagao do ponto de fusédo e perfil cromatografico da manteiga natural
empregada, as formulagbes foram preparadas por fusdo-emulsificagdo, sendo aquecidas e
homogeneizadas em aparelhos apropriados. Em seguida, as formulagbes foram caracterizadas
por Espalhamento Dindmico de Luz. As formulagbes 1 e 2 obtiveram um tamanho de 124,8 +
0,31nm e 271,9 + 0,28nm; indice de polidispersao 0,249 + 0,09 e 0,255 + 0,07; potencial zeta -
15,3 £ 0,78mV e -11,8 + 0,92mV, respectivamente. Imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de
Transmissdo indicam um formato esférico das particulas com média de tamanho de
aproximadamente 200nm. O método elaborado revelou-se eficaz para a solubilizagdo dos ativos
hidrofobicos testados: houve formacado de nanoestruturas incorporando os ativos nas condi¢des
avaliadas, com caracteristicas fisico-quimicas apropriadas para aplicacao farmacéutica.
Palavras-chave: Nanotecnologia. Lipossolubilidade. Carreadores lipidicos nanoestruturados.

Abstract

This study proposes the preparation of nanoparticule systems for solubilization and incorporation
of hydrophobic assets and to carry out its physicochemical characterization. A nanoparticulate
system composed of naturally occurring lipids and block copolymers was designed to incorporate
two hydrophobic actives separately, constituting two different nanostructured formulations. After
determination of the melting point and chromatographic profile of the natural butter employed, the
formulations were prepared by melt-emulsification, being heated and homogenized in suitable
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apparatus. Then the formulations were characterized by Dynamic Light Scattering. Formulations 1
and 2 presented a size of 124.8 £ 0.31nm and 271.9 + 0.28nm; polydispersity index 0.249 + 0.09
and 0.255 £ 0.07; zeta potential -15.3 £ 0.78mV and -11.8 £ 0.92mV, respectively. Images obtained
by Transmission Electron Microscopy indicate a spherical shape of the particles with an average
size of approximately 200nm. The elaborated method proved to be effective for the solubilization of
hydrophobic assets tested: nanostructures were formed incorporating the assets under the
evaluated conditions, with physico-chemical characteristics appropriate for pharmaceutical
application.

Keywords: Nanotechnology. Hydrophobicity. Nanostructured lipid carriers.

1 INTRODUGAO

A descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco requer relevante
investimento financeiro, uma vez que a cada 20.000 moléculas promissoras que alcam os
estudos pré-clinicos, apenas uma chega ao mercado (BARREIRO; FRAGA, 2015;
BARREIRO; PINTO, 2013). Ademais, para certas patologias, como o cancer, os farmacos
apresentam grau de cura dito como “limitado”, em razdo das repetidas doses clinicas
necessarias, para suprimir a perda da distribuicdo dos ativos no organismo e o avango da
doenca. Tal fato resulta muitas vezes em efeitos adversos e em resisténcia ao tratamento
(GASSMANN; REEPMEYER; ZEDTWITZ, 2008; SATO et al., 2011; DEMEURE et al.,
2012).

Mesmo com o aumento consideravel de moléculas ativas potenciais - por mérito da
quimica combinatoria, triagem de alto rendimento, biologia e genémica - cerca de 40%
nao avancam nas pesquisas, pois apresentam solubilidade reduzida nos liquidos do
organismo dificultando o acesso a superficie das células e consequente absorg¢do, o que
explica a baixa biodisponibilidade (KUMAR et al., 2011; LOH; SAMANTA; HENG, 2015).
Entretanto, a baixa solubilidade em agua ou lipossolubilidade € crucial na transposigéo
das moléculas pelas barreiras biolégicas, ou seja, no processo de absorgado. Desse modo,
o coeficiente de particdo O/A (grandeza que mede a lipossolubilidade) ndo pode ser alto a
ponto de dificultar a dissolugdo dos farmacos no liquido gastrintestinal e na circulagéo
sanguinea, pois influencia negativamente na biodisponibilidade e distribuicdo do farmaco
respectivamente, mas precisa ser suficiente para permitir ao farmaco transpor membranas
biologicas (BARREIRO; FRAGA, 2015; JANEIRO, 2011; SINHA; MULLER;
MOSCHWITZER, 2013).

Assim, apenas a descoberta de novos farmacos nado garante a eficacia do

tratamento de doencgas, fazendo-se necessaria a adogdao de novas estratégias
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terapéuticas. Nos ultimos anos o interesse nos sistemas nanoparticulados é crescente,
pois estes sdo potenciais sistemas de entrega de farmacos. Além dissosao promissores
para uma acgao terapéutica mais eficiente, melhor biodistribuicdo e auxilio na transposicéo
de barreiras biologicas (CHARCOSSET; EL-HARATI; FESSI, 2005; DEMEURE et al.,
2012).

Os sistemas de entrega de farmacos sao capazes de alterar as propriedades fisico-
quimicas da substancia ativa e/ou interagir com estruturas bioldégicas de modo que
superem as limitagdes das formas convencionais. Além da melhoria na solubilidade,
estabilidade e passagem por multiplas barreiras biologicas (KHADKA et al., 2014; AL-
KASSAS; BANSAL; SHAW, 2017), é possivel combinar fatores como, mascaramento de
caracteristicas desagradaveis, favorecer o direcionamento do farmaco, modular sua
liberacdo, absorgao e distribuicao, reducido das doses, aumento da eficacia e aumento da
compatibilidade em formulagao (MERISKO-LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2011).

Dentre as opgbes de encapsulamento de ativos com baixa solubilidade, as
Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS) s&o constituidas por lipidios sélidos a temperatura
ambiente e estabilizadas normalmente por tensoativos. Foram desenvolvidas na década
1990, por Mdller e colaboradores (1995) ao patentearem um método de producédo de NLS
por homogeneizacao a alta pressao. Além disso, ndo necessitam de solventes organicos
no preparo (MULLER et al., 1995; MEHNERT; MADER, 2001; CHARCOSSET; EL-
HARATI; FESSI, 2005). Os lipidios empregados na preparagédo de NLS podem ser de
elevada pureza como a triestearina ou uma mistura de glicerideos ou ceras. A solidez
caracteristica dos lipidios confere menor mobilidade aos ativos neles incorporados
podendo sustentar ou até controlar a velocidade de liberacao destas substancias, além de
aumentar a biodisponibilidade de farmacos e reduzir a variabilidade farmacocinética de
farmacos lipofilicos. O tamanho reduzido variando de 50 a 1000nm, permite que as NLS
sejam empregadas em diferentes vias de administragdo de medicamentos, como: oral,
parenteral e cutanea (SILVA et al., 2011;SOUZA et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi preparar nanoparticulas lipidicas sélidas utilizando
polimeros para estabilizagdo, que sejam capazes de solubilizar ativos hidrofobicos e

garantir sua incorporagao, bem como realizar sua caracterizagao fisico-quimica.

3

Universidade Federal de Juiz de Fora Pré6-Reitoria de Pés-Graduagéo e Pesquisa (PROPP) www.ufjf.br/propp




Principia: Caminhos da Iniciagéo Cientifica, Juiz de Fora, v. 18, n. 2, 2018

2 METODOLOGIA

Foram preparadas duas formulagdes de NLS com manteiga natural de améndoa de
Astrocaryum aculeatum (nome popular: tucuma) e copolimero em bloco Pluronic F68,
contendo, cada uma, um principio ativo hidrofébico distinto: Ativo A (Log P 2.57) e Ativo B
(Log P 2.36).

Foi utilizado 1g de manteiga natural na determinagdo do ponto de fusdo do lipidio
em aparelho digital de ponto de fusdo MQAPF-302 (Microquimica). O ponto de fusao foi
determinado pela média da triplicata. Os constituintes graxos da manteiga natural foram
determinados por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo (CG-AR), em Cromatégrafo a
Gas HP5890. As amostras foram diluidas em cloroférmio 0,5%. A identificacdo dos
componentes quimicos foi baseada no tempo de retencdo da amostra e uma mistura de
n-alcanos de C10 — C18 (CHRISTIE; HAN, 2010).

As formulagbes foram obtidas por fusdo-emulsificagdo (SOUTO et al., 2011) com
adaptacdes. A manteiga natural foi previamente fundida a 45°C em banho-maria e os
ativos incorporados por dissolugao/dispersao. Em seguida, esta fase foi emulsificada na
fase aquosa contendo o bloco de copolimero por meio de alta agitagdo a 15.000rpm por
10 minutos (SilentCrusher M, Heidolph, Alemanha), seguida de irradiagdo ultrassoénica a
35% (Vibra Cell, Sonics, EUA), originando goticulas pequenas, dispersas no meio da fase
aquosa formando a NLS. A solubilizagdo dos ativos foi observada a olho nu. A emulsao
recém-preparada permaneceu a temperatura ambiente para a solidificagao dos lipidios e
obtencao da dispersdo aquosa da NLS.

Decorridas 24 horas do preparo, foi realizada a caracterizagao fisico-quimica em
aparelho Zetatrac (Microtrac, EUA), que fornece o didmetro da particula e o indice de
Polidispersao (Pdl), através da técnica de espectroscopia de correlagdo de fétons ou
espalhamento dindmico de luz (DLS), e o Potencial Zeta (PZ) através da avaliagdo da
mobilidade eletroforética. Para caracterizagdo as amostras foram diluidas (1:400 v/v) em
agua MiliQ®. Os valores foram obtidos através do calculo da média de 5 leituras.

A morfologia das particulas foi realizada por meio da Microscopia de Transmissao
(MET). As dispersdes de NLS foram diluidas (1:5 v/v) em agua MiliQ® e depositadas sobre
um grid de metal de cobre revestido com carbono (CF 200-Cu, 300 mesh de cobre, EMS,
EUA). As particulas foram visualizadas em uma magnitude de 100.000 vezes em
microscopio eletrénico (MET JEM-1011, JEOL, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A solubilidade € uma das mais importantes propriedades fisico-quimicas na
descoberta de farmacos, uma vez que a hidrofobicidade elevada pode dificultar o
desenvolvimento de produtos e limitar significativamente a biodisponibilidade apéds
administracao oral. Desta forma, a solubilizacdo de ativos hidrofobicos em nanoparticulas
pode contribuir para o desenvolvimento de formulagdes mais adequadas e promissoras,
mesmo contendo farmacos pouco soluveis em agua (MERISKO-LIVERSIDGE;
LIVERSIDGE, 2011).

Na construgdo de um sistema nanoestruturado, a caracterizagdo dos constituintes
a serem empregados é fundamental para determinar o tipo de nanocarreador a ser
produzido e o seu método de preparo. A manteiga natural empregada neste estudo
apresentou ponto de fusdo de 33,9°C. A constituicdo quimica da manteiga (Figura 1)
contém cinco acidos graxos: C18:1 - oleico (66,6%), C16:0 - palmitico (21,2%), C18:2 -
linoleico (5,3%), C18:0 — estearico (5,1%) e C18:3 - linolénico (1,8%). A porcentagem
balanceada dos acidos graxos saturados e insaturados encontrada pode favorecer maior
porcentagem de encapsulagao e modulacéo da liberagdao (GASCO, 2007).

Na avaliagao visual a olho nu da disperséao, foi verificada boa solubilizacdo dos
ativos hidrofobicos. A caracterizagéo fisico-quimica (Figura 2 e Tabela 1) apresentou a
meédia de distribuicdo de tamanho dentro da escala nanométrica — 50 a 1000nm -
prevista para o sistema em estudo (KHERADMANDNIAet al., 2010). As formulagdes 1 e 2
obtiveram didmetro hidrodindmico de 124,8 + 0,31nm e 271,9 £ 0,28nm; indice de
polidispersao 0,249 + 0,09 e 0,255 £ 0,07; potencial zeta -15,3 £ 0,78mV e -11,8
0,92mV, respectivamente. O histograma calculado em numero, mostra pico de tamanho
em cerca de 300nm para ambas as formulagdes (Figura 2B e 2D). Digno de nota, os
histogramas de intensidade (Figura 2) possuem uma unica distribuicdo de tamanho, o que
reflete positivamente no valor do indice de polidispersao (Pdl). O Pdl esta relacionado a
variancia de distribuicdo de tamanho, e os valores encontrados indicam amostras com
valores ideais para a aplicagao farmacéutica (SHAW, 2012).

A fim de confirmar os dados fornecidos na analise por DLS, examinou-se a
morfologia das NLS por MET (Figura 3). As imagens revelam nanoparticulas em formato
arredondado, com distribuigdo homogénea e a média de tamanho préxima a 300nm. Tais
resultados estdo de acordo com os histogramas apresentados na Figura 2B e 2D, obtidas
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por DLS, mostrando que ambas técnicas atuam de forma complementar na

caracterizagdo das nanoparticulas.

Figura 1 -Perfil cromatografico da manteiga natural. Foram caracterizados cinco acidos
graxos: C18:1 - oleico (66,6%), C16:0 - palmitico (21,2%), C18:2 - linoleico (5,3%), C18:0
— estearico (5,1%) e C18:3 - linolénico (1,8%). As analises por CG-AR foram realizadas
em Cromatégrafo a Gas HP5890, equipado com detector de ionizador de chamas, com
coluna capilar HP-INNOWax 15m de comprimento x 0,25mm de diametro interno. O
hidrogénio foi utilizado como gas de arraste, com um fluxo constante de 2 mL min™,
temperatura inicial do forno de 80°C (1 minuto), e rampa de 7 °C min™" até temperatura
final de 240°C. O injetor foi utilizado no modo split 150 a 250°C e o detector na mesma
temperatura. As amostras foram diluidas em cloroférmio 0,5% e o volume de injegéo foi
de 1uL. A identificagdo dos componentes quimicos foi baseada no tempo de retengao da

amostra e uma mistura de n-alcanos de C10 — C18.

C18:1 - oleico

myolts

C16:0 - palmitico

100

I1'I-'l 128 150 w
minutos

Fonte: elaboracdo propria.
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Tabela 1 -Caracterizacéo fisico quimica das formulagdes obtidas. As dispersdes foram
diluidas (1:400) em agua MiliQ® e as leituras realizadas em aparelho Zetatrac (Microtrac,
EUA). Os valores obtidos referem-se a média de 5 leituras. Diametro hidrodinamico, Pdl

(indice de Polidispers&o), DP (desvio padr&o).

Formulagao Diametro indice de polidispersao Potencial zeta
hidrodinamico (Pdl) £ DP (mV) £ DP
(nm) £ DP
1 124,8 + 0,31 0,249 + 0,09 -15,3+0,78
2 2719 +0,28 0,255 + 0,07 -11,8 £ 0,92

Fonte: elaboragao propria

Figura 2 — Histogramas de distribuicdo de tamanho obtidos pela técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz. Histogramas de intensidade do tamanho de particula da formulagao 1
(A) e formulacdo 2 (C), histogramas de numero do tamanho de particula da formulagéo 1
(B) e formulacéao 2 (D).
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Figura 3 — Eletromicrografia de transmissao dos carreadores lipidicos nanoestruturados
desenvolvidos. Previamente a analise por MET, as dispersdes foram diluidas (1:5) em
agua ultrapura e depositadas sobre um grid de metal de cobre revestido com carbono (CF
200-Cu, 300 mesh de cobre, EMS, EUA). A amostra foi seca em fluxo de nitrogénio e
deixada a temperatura ambiente por 12h. As nanoparticulas foram visualizadas em uma
magnitude de 100.000 vezes em um microscopio eletronico (MET JEM-1011, JEOL,
EUA). Nanoparticulas da formulag&o 1 (A) e Nanoparticulas da formulagéo 2 (B).

B s o ; ST @

Fonte: elaboracao propria.

4 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados
baseados em lipidios e estabilizados por polimero. Nas condi¢gdes experimentais testadas,
o sistema garantiu a solubilizagdo dos ativos hidrofébicos na NLS, sendo, portanto, um

promissor carreador para farmacos de baixa solubilidade.
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