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Resumo: As leishmanioses sao doencas tropicais negligenciadas (DTNs), onde no Brasil o tratamento
de primeira escolha é feito com o antimoniato de meglumina (AM), medicamento com diversos efeitos
adversos. O objetivo do trabalho foi desenvolver carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) contendo
AM para o tratamento de leishmaniose. Foi realizado um estudo de pré-formulacao, contendo avaliagao
do equilibrio hidroéfilo-lipéfilo (EHL), triagem de lipideos, estudos de compatibilidade e planejamento
quali-quantitativo. Os CLN foram preparados pelo método de dupla emulsificagao e avaliados quanto ao
diametro de particula, indice de polidispersao (Pdl), potencial zeta (PZ) e eficiéncia de encapsulagao (EE). O
CLN escolhido foi caracterizado por microscopia eletrénica de transmissao (MET), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), espectroscopia no infravermelho por transformada de fourier (FTIR) e difragao de raios-X
(DRX). Também foi testado in vitro para avaliar citotoxicidade em macrofagos Raw 264.7. Os resultados do
estudo de pré-formulacao indicaram a escolha do Miglyol®812 como lipidio liquido e o AlkRest® CSO 300
como o melhor tensoativo hidrofilico (EHL= 8,74). O CLN mais promissor do planejamento apresentou
diametro médio de 29 nm, Pdl 0,251, PZ -6,76 e EE > 90%. Técnicas de caracterizagao das nanoparticulas
confirmaram a incorporacao do AM no CLN e obtengao de uma matriz menos cristalina. O AM nao
apresentou citotoxicidade nos macréfagos, enquanto o CLN contendo o farmaco foi citotéxico acima de
19 pug/mL. Portanto, foi possivel obter CLN com propriedades fisico-quimicas adequadas, alta eficiéncia
de encapsulagao e potencial para liberacao prolongada do AM. Estudos para avaliar citotoxicidade em
leishmanias serao conduzidos.

Pre-formulation trial and development of nanostructured lipid carrier during antileishmanial therapy
Abstract: Leishmaniasis is a neglected tropical disease (NTD). In Brazil, the first-choice treatment is
meglumine antimoniate (MA), a drug with many adverse effects. 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, including evaluation of the hydrophilic-lipophilic balance (HLB), lipid screening,
compatibility studies and qualitative-quantitative planning. The NLC were prepared using the double
emulsification method and evaluated for particle diameter, polydispersity index (Pdl), zeta potential (ZP)
and encapsulation efficiency (EE). The chosen NLC was characterized by transmission electron microscopy
(TEM), differential scanning calorimetry (DSC), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray
diffraction (XRD). It was also tested in vitro to assess cytotoxicity in Raw 264.7 macrophages. The results of
the pre-formulation study indicated the choice of Miglyol®812 as the liquid lipid and Alkest® CSO 300 as
the best hydrophilic surfactant (HLB= 8.74). The most promising NLC from the planning showed an average
diameter of 29 nm, Pdl 0.251, PZ -6.76 and EE > 90%. Nanoparticle characterization techniques confirmed
the incorporation of MA into the NLC and obtained a less crystalline matrix. MA showed no cytotoxicity
in macrophages, while NLC containing the drug was cytotoxic above 19 pg/mL. Therefore, it was possible
to obtain NLC with suitable physicochemical properties, high encapsulation efficiency and potential for
prolonged release of MA. Studies to evaluate cytotoxicity in leishmania will be carried out.
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Introducao

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sao doencas que prevalecem em populagdes
com consideravel indice de pobreza e, por isso, nao representam um mercado lucrativo para as
industrias farmacéuticas. Entre as DTN, esta a leishmaniose. Trata-se de uma doenca causada por
protozoarios do género Leishmania, transmitida através da picada de insetos vetores do género
Lutzomyia, infectados pelos parasitas. A doenca pode se apresentar em diferentes formas clinicas,
sendo elas a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT), podendo ser cutanea (LC)
ou mucocutanea (LMC) (HOMMA; FREIRE; POSSAS, 2020).

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), a LV é a forma mais agressiva da doenca
e pode levar o individuo a morte em mais de 95% dos casos se nao for tratada (LEISHMANIASIS,
2023). Por outro lado, a LC e a LMC, embora nao sejam fatais, deixam cicatrizes ao longo da vida,
podendo ser desfigurantes e socialmente estigmatizantes (VASCONCELOS et al, 2018). O Brasil
se destaca por ser o terceiro maior pais em numero de casos anuais nos ultimos anos, possuindo
também altas taxas de coinfeccao Leishmania-HIV (LEISHMANIASIS, 2023).

No Brasil, o AM é o farmaco de primeira escolha para o tratamento de todas as formas clinicas
da leishmaniose (VASCONCELOS et al,, 2018). E hidrofilico e possui baixa permeabilidade (sistema
de classificacao biofarmacéutica classe lll); devido a isso, seu uso é exclusivamente parenteral,
necessitando da internacao do paciente. O AM esta relacionado também a eventos adversos graves,
como cardiotoxicidade e hepatoxicidade (HENDRICKX et al., 2019).

Uma estratégia viavel para o desenvolvimento de novas terapias € melhorar os farmacos ja
existentes por meio da nanotecnologia. A hanomedicina € amplamente explorada para melhorar
as propriedades farmacolégicas e contornar baixa permeabilidade, solubilidade e estabilidade, alta
toxicidade, tempo de meia-vida curto e baixa distribuicao tecidual (LI et al., 2017). Nesse cenario,
os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) sao bastante atrativos. Os CLN possuem matriz
lipidicacomposta porlipideos s6lidos e liquidos a temperatura ambiente e corporal. Sua matriz menos
cristalina permite um maior aprisionamento do farmaco ao longo do tempo de armazenamento.
Além disso, dispéem de muitos excipientes aceitos para uso humano, baixo custo de producao,
maior possibilidade de escalonamento, além de serem biocompativeis e biodegradaveis (MULLER et
al., 2016). Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e caracterizar CLN contendo
o AM para potencial atividade leishmanicida.

Material e Métodos

Materiais e reagentes

Dynasan‘116 e Miglyol® 812 doados pela IOl Oleochemical (Hamburgo, Alemanha); acido oleio e
Span® 80 doados pela Croda (Sao Paulo, Brasil); AlkRest” CS0O 300 doado pela MCassab (Sao Paulo,
Brasil); Pluronic® F-127 foi comprado da Sigma (St Louis, EUA); AM foi adquirido da Acros organics
(Antwerp, Bélgica). Além disso, foram utilizados solventes e reagentes apropriados para a condugao
dos ensaios.

Métodos

Ensaios de pré-formulacao

Triagem lipidica

Foi avaliada a influéncia dos lipideos liquidos Miglyol® 812 (triglicerideo dos acidos caprilico e
caprico) e acido oleico (acido graxo de cadeia longa) na promocao da diminuicao do perfil de cris-
talinidade da matriz lipidica contendo o lipideo s6lido Dynasan®116 (triglicerideo do acido palmiti-
co). Foram realizadas andlises de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do lipideo sélido Dyna-
sanllé’ e suas combinagdes com os dois lipideos liquidos na proporgao 1:1 (m/m).

As analises ocorreram com aproximadamente 2 + 0,05 mg de amostra que foi adicionada a um
cadinho de aluminio, hermeticamente selado, que foi submetido a analise sob temperatura de 25 °C
a 300 °C, com razao de aquecimento de 10 °C/min e fluxo de nitrogénio de 50 mL/min, no equipa-
mento DSC-60 Shimadzu® (TIMOTEO, 2019).
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Determinacao do equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) da formulacao

Foram conduzidos experimentos empregando os lipidios escolhidos, em diversas formulagoes,
variando a proporcao de diferentes tensoativos de equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) conhecido. O
objetivo do ensaio foi definir o tipo de tensoativo e as proporgoes que seriam utilizadas na producao
dos CLN.

A avaliacao do EHL foi realizada através da observagao macroscépica das emulsées em dois
momentos distintos: o primeiro, imediatamente apos a preparacao da emulsao, e o segundo, ap6s
um periodo de repouso de 24 horas. As andlises foram realizadas combinando a proporgcao entre o
Span®80 (EHL=4,3) e o Pluronic® F-127 (EHL=22) e entre o Span® 80 (EHL=4,3) e o AlRest” CSO 300
(EHL=11,7). A composicao da emulsao foi de: tensoativos 10% (p/p), lipideo sélido 7% (p/p), lipideo
liquido 3% (p/p) e agua ultrapura 80% (p/p); essas proporcoes foram estabelecidas utilizando infor-
macoes de estudos semelhantes previamente conduzidos por outros pesquisadores (COSTA, 2019;
SOUZA, 2020).

A proporgao entre os tensoativos hidrofilico e lipofilico para alcancar a emulsao mais estavel foi
calculada com base na equacao 1 (GRIFFIN, 1949).

(04Tensd x EHLA 4 (% TensE x EHLE)
100 Eq.1

EHLreq =

Onde EHLreq é o EHL da formulacao; %TensA, EHLA, %TensB e EHLB sao a porcentagem e o EHL do
tensoativo A, e a porcentagem e o EHL do tensoativo B, respectivamente.

Ensaio de compatibilidade

Ousocombinadodetécnicastermoanaliticas comas espectroscopicas permite umacompreensao
aprofundada e melhor visualizagao das interagoes fisicas ou quimicas, auxiliando na selecao dos
excipientes adequados (CHADHA; BHANDARI, 2014).

Os componentes selecionados para compor os CLN deste estudo foram o lipideo sélido
Dynasan’116, o lipideo liquido Miglyol°812 e os tensoativos Span®80 (lipofilico) e AlRest® CSO 300
(hidrofilico).

Analises dos componentes isolados, bem como suas misturas fisicas binarias, ternarias e totais
na proporcao 11 (m/m), foram realizadas por DSC e espectrofotometria de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), com o objetivo de identificar possiveis incompatibilidades entre os
insumos que seriam utilizados na formulacao do CLN. A analise das amostras por DSC foi realizada
conforme procedimento ja descrito.

O FTIR foi realizado conforme método de Aminu (2021), as amostras foram misturadas com o
IKBr, na proporcao de 1:100; posteriormente, pulverizadas e comprimidas utilizando uma prensa
hidraulica Shimadzu® por aproximadamente 10 minutos. A pastilha resultante foi colocada no
suporte de amostras do espectrémetro IRTracer-100 (Shimadzu®) para avaliagao dos espectros na
regiao do infravermelho, os quais foram adquiridos através de uma varredura abrangendo a faixa de
4000 a 500 cm”, com 45 scans e resolugao de 8 cm’.

Planejamento quali-quantitativo dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Nesse planejamento, os parametros selecionados como variaveis de produto foram a quantidade
total de lipideos na formulacao e a proporgao de lipideos sélidos e liquidos; enquanto as variaveis
de processo foram o tempo e a poténcia de sonicagao. Com base em estudos de planejamentos
experimentais anteriores (COSTA, 2019; SOUZA, 2020), a faixa definida para o ensaio foi de 7 a10%
para porcentagem de lipideos totais, entre 65/35 e 85/15 para a proporcao de lipideo sélido/liquido
(m/m), entre 50 e 70% de amplitude para a poténcia do equipamento de ultrassom e tempo de so-
nicacao entre 5 e 10 minutos com tempo de resfriamento de 10 minutos.

Os parametros quali-quantitativos de resposta das formulagdes considerados foram o indice de
polidispersao (Pdl), potencial zeta (PZ), diametro médio (Diam.) e eficiéncia de encapsulacao (EE%)
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das nanoparticulas. Foram desenvolvidas 16 formulagdées com as variaveis desse planejamento.

Obtencao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

O método utilizado foi a dupla emulsificagao por sonicacao a quente (PERES et al., 2016). Os CLN
contendo o farmaco (CLN16) possuiam a fase aquosa interna (A ) com uma solugao do farmaco a 300
mg/mL, e a quantidade empregada correspondia a 29% da quantidade de lipidios da formulacao.

A fase A, foi gotejada na fase oleosa fundida a 70 + 5 °C, sob agitagao magnética por I minuto
para a formacao da emulsao primaria (O/A”. A fase aquosa externa (A,), contendo o tensoativo
hidrofilico também a 70 = 5 °C, foi vertida na emulsao primaria e, entao, submetida ao processo de
ultrasonicagao por meio de um sonicador de sonda (Ecosonics® QR 800, Sao Paulo), utilizando os
tempos e poténcias pré-determinados. A emulsao formada (A /O/A,) foi resfriada em banho de gelo,
por 10 minutos, até a formacao do CLN por recristalizacao da fase lipidica (BECKER et al., 2016). A
poténcia, o tempo de sonicagao e a quantidade de lipideos e tensoativos hidrofilico/lipofilico foram
definidas pelo ensaio de pré-formulagao. Os CLN brancos (CLNBr) foram obtidos pelo mesmo mé-
todo sem o farmaco.

Caracterizacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta

O diametro médio e o Pdl das nanoparticulas foram analisados a 25°C, utilizando a técnica de es-
palhamento de luz dinamico (DLS) com um angulo de incidéncia de luz fixo de 90° no equipamento
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). O PZ foi avaliado por meio da mobilida-
de eletroforética no mesmo instrumento. Para as medicoes, todas as amostras foram diluidas numa
proporcao de 1:10 (v/v) com agua ultrapura. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

Os CLN obtidos foram caracterizados quanto ao comportamento térmico por DSC, obtendo-se a
entalpia e a temperatura de fusao. Pelo termograma, foi possivel calcular o indice de cristalinidade
(IC), determinado com base na equacao 2.

AHNP x 100

Ic (Wﬂj = AHLE x fasze lipidica Eq. 2

Onde AHNp é a entalpia de fusao dos CLN, AHLS é a entalpia de fusao do lipideo sélido, e a fase lipidica é
a quantidade de lipideo sdlido presente na nanoparticula (MADUREIRA et al., 2015).

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise por FTIR é crucial, pois mudancas nos espectros FTIR podem indicar degradacao dos
componentes, reacoes indesejadas ou alteragdes estruturais que podem comprometer a qualidade
e a eficacia dos CLN (KAMNEYV et al., 2021). Os espectros na regiao do infravermelho dos CLNBr e
CLN16 foram obtidos por FTIR, conforme descrito no tépico da técnica.

Difracao de Raios-X (DRX)

A analise por DRX foi conduzida com o propdsito de examinar a cristalinidade das substancias
quando isoladas e as mudancas ocasionadas na formacao do CLN (DOROFEEV et al., 2012). Os
ensaios de difracao de raios-X (DRX) dos CLN ocorreram utilizando um difratdbmetro Smartlab® (Ri-
gaRu, Japao), equipado com anodo de cobre, comprimento de onda 15443 A, taxa de varredura de
5 °/min e passo de 0,03 °/s, com analises nos angulos de difracao 26 na faixa de 5 a 60° (AMINU
etal,2021).

Determinacao da eficiéncia de encapsulamento
A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi determinada pelo método indireto e a fracao total no

96 Revista Brasieira Multidscipinar - ReBraM  vou. 27, .1 SueL, 2024 - CONCAF



Ensaio de pré-formulacao e desenvolvimento de...
<1<

encapsulamento foi quantificada. Os CLN foram diluidos em agua ultrapura na proporgao 1:1 (v/v)
e, posteriormente, submetidos a um processo de separacao do farmaco nao encapsulado (livre)
com filtros Amicon Ultra-0,5 (Millipore®, Darmstadt, Alemanha) com um tamanho de poro de 30
RDa, através de centrifugacao a 8000 rpm por 45 minutos (centrifuga DaiRi DTC-16000). O filtrado
(FArmaco nao encapsulado) foi coletado e diluido em solugao de HCI 6M para a quantificagao do AM
por espectrometria de absorcao atdmica por chama (FAAS), baseado no método de Souza (2020).
O CLNBr seguiu o mesmo procedimento e foi empregado como o branco da leitura. A EEY foi calcu-
lada de acordo com a equacao 3.

EE0h = (Frotal) —(Flivre)
Frotal X100 Eq.3
Onde Ftotal é a quantidade de farmaco total na nanoparticula e Flivre é a quantidade de farmaco nao
incorporado, doseado apés filtragem.

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A analise da morfologia dos CLN foi examinada através da microscopia eletrénica de transmis-
sao (MET), pelo método de contraste negativo (LEON; CHUNG; RINALDI, 2020). Aliquotas de 20 pyL
dos CLN foram diluidas em agua ultrapura na proporcao 1:10 (v/v). As amostras foram depositadas
em grades de cobre, onde foi gotejado o acido fosfotungico (PTA) como contrastante. A grade foi co-
locada para secar em temperatura ambiente por 48 horas. As amostras foram visualizadas usando
um microscopio de transmissao Morgagni 268D (FEl), sob aceleragao de 80 RV.

Avaliacao da citotoxicidade in vitro dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Um ensaio de citotoxicidade celular foi realizado com o objetivo de avaliar as concentragoes toxi-
cas do AM frente aos macréfagos RAW 264.7, bem como comparar com a citotoxicidade do CLNI16
e do CLNBr (SAHU et al., 2016).

Foram realizados ensaios com MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazélio) em
macrofagos da linhagem RAW 264.7, os quais foram colocados em placas de 96 poc¢os na quantida-
de de 0,2 x 10> células/pogo e incubados por 24 horas a 37 °C e atmosfera com 5% de CO,. Os com-
postos (AM, CLNI6 e CLNBr) foram adicionados através de diluicdes seriadas, as concentracoes
testadas variaram de 4,76 a 609 pg/mL, seguida de nova incubacgao por 72 horas. Como controle
negativo foram utilizados apenas meio de cultura, e como controle positivo, foi utilizada a anfoteri-
cina B. Posteriormente, foi acrescentado 25 yL. de MTT a 5 mg/mL em PBS e incubado por 2 horas a
37 °C. Por fim, parte do meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e adicionado
100 pL de DMSO por pogo para a solubilizacao dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia
ocorreu a 570nm no espectrofotémetro THERMO SCIENTIFIC® MultisRan® FC.

Resultados e Discussao

Ensaios de pré-formulacao - Triagem lipidica

Conforme ilustrado na Figura 1, o pico endotérmico apresentado pelo Dynasan116 ocorreu em
torno da temperatura de 65°C, com entalpia de -188,24 J/g correspondente a sua fusao. Os picos
endotérmicos das misturas binarias com Miglyol°812 e acido oleico ocorreram em 59 °C e 57,91°C,
com entalpia de -85,24 J/g e -90,47 J/g, respectivamente.

Foi observada uma diminuicao no ponto de fusao e na entalpia das misturas binarias em compa-
racao com o lipideo sélido puro, o que indicou uma matriz menos cristalina.

Esses resultados estao de acordo com os resultados encontrados por Souza (2020). A diminui-
¢ao na entalpia e na temperatura de fusao dos lipideos sélidos, quando combinados com lipideos
liquidos, pode ser explicada pela solubilizacao parcial desses componentes, tornando o processo
de fusao mais facil e exigindo menos energia (SEVERINO et al., 2012). Como a mistura Dynasanll6+-
Miglyol foi a mistura binaria com maior reducao da entalpia de fusao e também apresentou boa di-
ferenca entre as temperaturas de inicio e final da fusao, o Miglyol® 812 foi o lipideo liquido escolhido
para dar continuidade ao estudo.
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Figura 1- Curva DSC do lipideo sélido Dynasanll6® e suas misturas binarias com os lipideos liquidos

DSC (mV)

Endotermico

acido oleico e Miglyol°812.

-

Cynasani1&
Dynasani1f+acikio oo
Ciynasan+miglyol

T
_'\:;.u

L] L] L]
100 150 200
TEMPERATURA [“C})

Fg ] ul 1]

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Determinacao do equilibrio hidréfilo-lipéfilo
As proporcoes de tensoativos e os valores de EHL de cada formulagao obtida com os diferentes
tensoativos estao expostos nas Tabelas 1 e 2. Entre os dois pares de tensoativos utilizados, o par
Span®80 e AlRest” CSO 300 resultou em formulagdes com aspecto translicido e sem indicios de
cremeacao (KHERADMANDNIA et al., 2010).

Tabela 1 - Proporgoes de tensoativos para formulagoes contendo Span® 80, Pluronic’F-127 e res-

pectivos valores de EHL.

EMULSAO Span‘80 Pluronic’F-127 EHLreq
Al 90% 10% 6,07
A2 80% 20% 784
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: elaborado pelos autores, 2023.

Entre as nove formulagdes obtidas, foi escolhida a B6 (EHLreq = 8,74) por apresentar aspecto
mais translucido, sugerindo a obtencao de particulas em tamanho menor (LI et al., 2016; MULLER
et al,2016), esses resultados sao semelhantes aos encontrados por Rocha (2022). Os tensoativos
e suas respectivas propor¢oes na formulacao B6 foram aplicados para o preparo dos CLN.Parte
superior do formulario.

o8
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Tabela 2 - Proporgdes de tensoativos para formulagdes contendo Span® 80 e AlRest” CSO 300 e
respectivos valores de EHL.

EMULSAO Span® 80 AlRest” CSO 300 EHLreq
Bi 90% 10% 5,04
B2 80% 20% 5,78

B3 70% 30% 6,52
B4 60% 40% 7226

B5 50% 50% 8,00
B6 40% 607% 8,74

B7 30% 70% 9,48
B8 20% 80% 10,22
B9 10% 90% 10,96

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Ensaios de Compatibilidade

Conforme exposto na Figura 2A, foi possivel notar na curva do AM um evento endotérmico carac-
terizado por um pico alargado na temperatura de 110,80 °C, com um valor de entalpia de -212,51 J/g,
referente a fusao do AM e a perda de agua de solvatagao. Esses resultados estao em consonancia
com os encontrados por outros estudos (SILVA, 2016; SOUZA, 2020).

Figura 2 - (A) Grafico DSC dos compostos isolados. (B) Grafico DSC das misturas ternarias e total.
Legenda: Dnsl16= Dynasan; AM = antimoniato de meglumina; Span = Span“80; AIR30=AlRest’CSO
300; MF= mistura total fisica.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

O Dynasan’116 apresentou um pico por volta de 65°C, com entalpia de -188,24 J/g correspondente
asua fusao. Emrelacao as curvas do Miglyol®812,Span®80 e AlRest” CSO 300, nao foram observados
eventos na faixa de temperatura analisada, visto que sao substancias liquidas a temperatura
ambiente.

Na Figura 2B, ao avaliar a curva da mistura ternaria formada pelos lipideos e o farmaco, foi
possivel observar um pico endotérmico em 64,69°C, referente a fusao do Dynasan’116, com entalpia
de -70,49 J/g. A diminuicao na quantidade de energia necessaria para que ocorra a fusao do lipideo,
em comparagao com os resultados obtidos apenas com os dois lipideos na triagem lipidica, pode
ser um indicativo de que o farmaco colabora com o aumento da desorganizagao da estrutura, haja
vista que quanto menor a entalpia envolvida na fusao da mistura de lipideos, maior a reducao de
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cristalinidade da matriz lipidica na mistura fisica (ZHENG et al., 2013).

A combinacao ternaria dos tensoativos com o farmaco exibiu um perfil de curva semelhante
ao dos agentes tensoativos, nao apresentando eventos consideraveis. A auséncia do evento de
fusao do farmaco indicou a solubilizagcao do AM na mistura liquida dos agentes tensoativos (SILVA,
2016). Por fim, a curva referente a mistura fisica completa apresentou um perfil semelhante a mistura
ternaria formada pelo AM e os lipideos, com um pico que corresponde a fusao do Dynasan®l16
em 62,73°C, um pouco alargado, menos intenso e com entalpia ainda mais reduzida (-49,07 J/qg),
mostrando a influéncia das misturas dos insumos na cristalinidade do lipideo sélido.

O ensaio de DSC das amostras permitiu a avaliagcao de mudancas em eventos térmicos das
substancias isoladas e em mistura, visando a avaliacao de possiveis incompatibilidades. A reducao
na temperatura de fusao identificada em algumas das misturas pode ser vantajosa para a produgao
dos CLN, pois contribui para evitar o alcance de temperaturas elevadas que poderiam resultar na
fusao do farmaco e na evaporagao da solugcao aquosa utilizada nas nanoparticulas. Nao foram
observadas mudancas nos perfis térmicos indicativas de incompatibilidade entre os insumos,
apenas um comportamento que reflete a mistura das substancias.

A segunda avaliagcao de compatibilidade foi realizada por FTIR, os resultados contendo os
espectros da regiao do infravermelho das amostras isoladas e misturas estao demonstrados na
Figura 3, com os principais picos do farmaco destacados. Conforme pode ser observado na Figura
3, O Miglyol"812 e o Dynasan’l16 apresentaram picos caracteristicos de lipideos, como picos fortes
em 2920 cm™ e 2850 cm referentes as vibragdes de estiramento dos grupos —-CH, e -CH,, picos
em 1740 cm do estiramento de C=0 das carbonilas (caracteristicas de ésteres), em 1465 cm™ e
1380 cm”dos dobramentos de -CH, e -CH, (caracteristicas de alcanos), em 1172 cm™e 1110 cm”do
estiramento assimétrico de C-O (caracteristico de ésteres), um pico pequeno em 1060 cmreferente
ao estiramento C-O de alcool secundario, e em 721 cm” de dobramento dos grupos CH, de cadeias
longas; tais resultados sao semelhantes aos destacados por Souza, 2020. Ademais, o Dynasan®116
também apresentou picos justapostos entre 1215 e 1288 cm” do estiramento assimétrico C-O,
caracteristico de triglicerideos. Os tensoativos apresentaram espectros com picos semelhantes aos
dos lipideos ja detalhados, justificado pelo fato de serem derivados de lipideos.

Figura 3 - Espectro de infravermelho das substancias isoladas, misturas ternarias e mistura total.
Legenda: AM= Antimoniato de meglumina; MF =mistura total com todos os componentes analisados;
Span = Span“80; AIR30=AlkRest’CSO 300; Mig =Miglyol°812; Dnsli6= Dynasan‘116.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

100 Revista Brasieira Multidscipinar - ReBraMl  vo. 27, n.1 Suel, 2024 - CONCAF



Ensaio de pré-formulacao e desenvolvimento de...
<1<

O Span® 80 também possui uma banda de baixa intensidade em 3400 cm’ relacionada aos
estiramentos dos grupos -OH (presentes nos monoglicerideos). J& o AlRest® CSO 300, além dos
picos em regides ja citadas nos lipideos, apresentou um pico de forte intensidade em 1090 cm™ do
estiramento C-O-C caracteristico de éter alifatico, devido ao alto grau de etoxilagao da molécula.
Estes resultados estao de acordo com os disponiveis na literatura (IBRAHIM; ALOMRANI; YASSIN,
2014, SOUZA, 2020).

Sobre o espectro vibracional apresentado pelo AM isolado, as principais bandas se encontram na
regiao de 3410 cm™ das vibragoes de estiramento dos grupos —OH e —NH, 2800 cm'referente aos
estiramentos —CH, 1641 cm'de dobramento de —NH, 1465 cm”da deformacao angular dos grupos
C-0O, 1060 cm™de estiramento dos grupos C-N e CO, além da banda em 601 cm'do estiramento
Sb-0 (SILVA, 2016; SOUZA, 2020).

Nas misturas ternarias com os lipideos, apenas picos de baixa intensidade, relacionados ao
farmaco, foram identificados; sendo o 1641 cm™ referente ao grupo -NH das aminas secundarias. Ja
na mistura ternaria contendo os tensoativos, a presenca do AM foi detectada através da presenca
dos picos a 1641 cm™ do -NH e 601 cm™ correspondente ao estiramento Sb-0.

Por fim, na mistura total, apenas uma banda fraca em 3400 cm™e o sinal fraco em 1641 cm™ foram
identificados (SOUZA, 2020). Tais diminuicoes de intensidade dos picos do IFA ou auséncia deles
no espectro de infravermelho das misturas podem ser justificadas pela proporcao diminuida do AM
quando em combinagao com os excipientes.

Emtodas as andlises, tanto das misturas ternarias quanto da mistura total, nao foram identificadas
mudancas nas posicoes das bandas de absorc¢ao, tampouco surgimento de picos em novas regides
do espectro. Com base nesses resultados, foi possivel confirmar o resultado do DSC, em que nao
foram observados sinais de incompatibilidade dos insumos com o farmaco, sugerindo que as
alteracOes observadas nas analises sao oriundas de interagoes fisicas.

Planejamento quali-quantitativo dos carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN)

Conforme os dados expressos na Tabela 3, foi possivel obter CLN com diametro médio variando
de 29 a 58 nm, Pdl entre 0,162 e 0,448 e potencial zeta entre -6,76 e -24 mV.

As formulagdes exibiam um aspecto que variou entre translucido e leitoso, além de um reflexo
azulado caracteristico das nanoparticulas. Informagoes disponiveis na literatura indicam que, para
garantir uma penetracao eficaz na pele por meio de aplicagao tépica, o diametro das particulas nao
deve ultrapassar 100 nm, devido as propriedades da camada cornea e sua limitada permeabilidade
(LIetal,2016; MULLER et al,2016). Por outro lado, nanoparticulas ideais para uso oral devem possuir
diametros inferiores a 300 nm, haja vista que esse tamanho promove a permeabilidade intestinal e
absorcao sistémica (THUY et al., 2022).

Todas as formulagcdoes obtidas apresentaram diametro de particula adequado tanto para
administracao topica quanto oral (LI et al., 2016; MULLER et al,2016; THUY et al., 2022). No que
diz respeito ao Pdl, apenas duas formulagbes nao atenderam ao valor recomendado abaixo de
0,300, o qual assegura uma homogeneidade mais proeminente nos aspectos fisico-quimicos,
farmacocinéticos e farmacolégicos. Em relagao ao PZ, valores em médulo 230 mV sao considerados
ideais para conferir estabilidade eletrostatica, sendo que apenas 3 amostras alcancaram valores
proximos ao ideal (KISS et al., 2019). Quanto a eficacia de encapsulamento, farmacos hidrofilicos
como o AM sao mais dificeis de serem incorporados em CLN de forma satisfatéria (POONIA et al.,
2016), no entanto, neste estudo, foram alcancados valores elevados.
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Tabela 3 - Matriz do planejamento quali-quantitativo realizado no estudo de pré-formulagao. Legen-
da: Lip. = quantidade de lipidio total; Sol/Lig= proporcao de lipideo solido/liquido do total de lipidios;
Pot. = Poténcia; Diam. = didametro médio; PZ = potencial zeta; EE= eficiéncia de encapsulacao.

Amostra Lip. Sol/liq Tempo Pot. Diam. (nm) Pdi PZ EE

(%) (min) (A %) (mV) (%)

F1 7 65 5 70 35,96 +[0,162 +|-145 +| 78,00
0,058 0,006 0,60

F2 7 65 10 70 35,72 +| 0,179 +|-12,4 =+| 7747
0,025 0,009 2,03

F3 7 85 10 50 31,38 £+ 0,114 | 0,260 +|-10,4 +| 84,49
0,003 1,60

F4 7 65 10 50 34,49 +10,320 +1-204 +| 7778
0,165 0,032 0,55

F5 7 85 5 70 34,66 +0,300¢(192 =+| 5900
0,438 +0,004 1,62

F6 7 85 10 70 58,17+0,275 | 0,488 +1-240 | 7790
0,020 0,72

F7 7 65 5 50 34,59 +| 0,267 +-177 +| 80,50
0,319 0,004 0,70

F8 7 85 5 50 38,05 +1 0,221 +|-226 *| 79,10
0,553 0,01 2,27

Fo 10 85 10 50 58,47 + 10,244 £|-11,3 | 77,86
0,049 0,008 0,57

F10 10 65 5 50 49,73 + 10,241 +-141 +| 79,47
0,419 0,004 0,56

F1 10 85 10 70 54,39 +1 0,284 +-13,9 +| 80,21
0,248 0,002 0,53

F12 10 65 5 70 4941+0,225 | 0,270 +-181 +| 80,91
0,006 0,94

F13 10 85 5 70 54,23 +1 0,297 +-11,8 +| 81,82
0,342 0,006 0,65

Fl4 10 85 5 50 53,27 +1 0,284 +-124 +| 87,08
0,474 0,009 0,52

F15 10 65 10 50 49,53 +| 0,258 +|-181 +| 88,52
0,424 0,004 0,87

F16 10 65 10 70 29,00 +1 0,251 +[-6,76 *| 94,33
0,193 0,007 0,25

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Dessa forma, a formulacao mais promissora escolhida para dar continuidade ao trabalho foi a
F16, que apresentou bom Pdl, o menor diametro (29 nm) e melhor eficiéncia de encapsulagao (>94%),
além de possuir a maior quantidade de farmaco (proporcional a quantidade de lipidio). Embora o PZ
da formulagao F16 nao esteja dentro do valor ideal para melhor estabilidade (>30mV), o tensoativo
AlRest® CSO 300 utilizado nos CLN é um polietoxilado, conferindo estabilidade estérica as nano-
particulas e auxiliando em casos de baixa estabilidade eletrostatica (KISS et al., 2019). Além disso,
estudos posteriores empregando o método de liofilizagao serao conduzidos com o objetivo de me-
Ihorar o PZ dos CLN (LIMA, 2019).
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Obtencao e caracterizacao dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Com base nos resultados do planejamento quali-quantitativo, foram definidos parametros para a
obtencao das nanoparticulas, sendo o tempo de sonicacao de 10 minutos a uma poténcia de 70% de
amplitude, utilizando 10% de lipideo, com a proporcao de 65% de Dynasan’116 e 35% de Miglyol® 812,
10% de tensoativos (40% de Span®80 e 60% de AlRest” CSO 300). A solucao contendo o farmaco foi
utilizada na quantidade de 29% em relagao a fase lipidica, e a concentracao utilizada foi de 23 mg/
mL. Assim, a formulacao mais promissora escolhida para dar sequimento ao estudo foi reproduzida
e passou por caracterizagoes de suas propriedades fisico-quimicas.

O CLN contendo o farmaco (CLN16) apresentou 29 nm de didametro, Pdl de 0,251 e PZ de -6,76
mV, enquanto o CLN branco (CLNBr), sem o farmaco, tinha 55,23 nm, Pdl de 0,224 e PZ de -12,6
mV, respectivamente. A diferenca de tamanho dos CLN com e sem farmaco pode estar relaciona-
da a diversos fatores que influenciam a formacao das nanoparticulas. A redugao no tamanho e no
PZ do CLNI6 com relagao ao CLNBr pode ser justificada com uma possivel interagao do AM com
os componentes lipidicos, funcionando como um agente de nucleacao, promovendo a formagao
de particula menores; além de interagir eletrostaticamente com os ions presentes na formulacao
afetando o PZ do CLN (GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018; GORDILLO-GALEANO; MO-
RA-HUERTAS, 2021). Entretanto, essa possivel propriedade do AM nao foi reportada em nenhum
estudo anterior a esse. Assim, esse trabalho pode ser um pioneiro ao sugerir essa influéncia do AM
na reducao do tamanho e PZ dos CLN.

Microscopia Eletronica de Transmissao

A avaliacao da morfologia das nanoparticulas por MET permitiu a visualizagao direta dos CLN,
com e sem farmaco, conforme pode ser observado na Figura 4. Na Figura 4A, pode ser observada
a microfotografia do CLNBr, sem farmaco, que apresentaram diametros inferiores a 100 nm, com
morfologia sugerindo uma alta eficiéncia no processo de emulsificacao e formagao dos nanocarre-
adores.

Na Figura 4B, é mostrada a microfotografia do CLNI6, também com particulas de morfologia
esférica e diametros inferiores a 100 nm, corroborando os resultados obtidos pelo DLS. Além disso,
o CLNI16 apresentou particulas predominantemente mais escuras em comparagao ao CLNBr, o que
pode ser atribuido ao farmaco, que possui um metal na molécula e pode gerar maior contraste na
microscopia.

Figura 4 - Microfotografias obtidas por

o ) e e

MET do CLNBr (A) e CLN16 (B).

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Calorimetria diferencial exploratéria dos carreadores lipidicos nanoestruturados

Foram conduzidas analises utilizando DSC para avaliar o comportamento térmico dos CLN, com-
parando os sistemas com e sem o farmaco, e avaliando a cristalinidade da matriz lipidica. De acordo
com a Figura 5, é possivel observar na curva do CLNI16 que o evento de fusao do farmaco (x110°C)
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nao apareceu, indicando sua incorporacao na matriz lipidica da nanoparticula. Apenas é observado

um pico endotérmico referente a fusao do Dynasan®116, com um deslocamento de 65 °C para 62 °C
e uma reducgao de entalpia para -68,34 J/q.

Figura 5 - Graficos de DSC do lipidio, farmaco e dos nanocarreadores. Legenda: Dnsl16= Dynasan;
AM = antimoniato de meglumina; CLNI16 = nanocarreador com AM; CLNBr= nanocarreador branco.

—— CLNBr
CLM16
— AM

| em——— —— Dns116

Endotérmico

DSC (mV)

T T
i] 100 200 300
Temperatura (°C)

Na curva do CLNBr, também s6 aparece o pico de fusao do Dynasan’116, com reducgao para 61,8
°C e entalpia -61,63 J/g. Tal diferenca esta relacionada a presenca do farmaco no CLNI16, que por ter
um componente a mais, eleva a temperatura e entalpia de fusao. Em comparagao com o lipideo
solido isolado, a reducao de entalpia de -188,24 J/g para -68,34 J/g esta relacionada a formacgao de
uma estrutura menos cristalina do lipidio no nanocarreador (LIU et al,, 2017).

Com o intuito de obter conclusées mais precisas sobre a diminuicao da cristalinidade do lipideo
durante o processo de formagao das nanoparticulas, utilizou-se o resultado da DSC para calcular
o IC. A equacao de IC, descrita nos procedimentos, foi empregada para esse calculo. O resultado
mostrou um |IC de 55,8% para o CLNI16, indicando que aproximadamente 55% da matriz lipidica vol-
tou para sua conformacao mais estavel (cristalinizada). Um IC baixo indica uma cristalizacao menor,
0 que, como ja mencionado, é um parametro desejavel para a obtencao de nanocarreadores mais
estaveis e com maior tempo de retencao do farmaco em sua matriz (PATHAK; KESHRI; SHAH, 2011).
Entretanto, um IC muito baixo nao € ideal, haja vista que deixa os CLN susceptiveis a processos de
instabilidade e pode reduzir a EE% (MADUREIRA et al., 2015).

Dessa forma, os resultados de IC do CLN obtido informam que a incorporacao do lipidio liquido
foi eficaz para a reducao da cristalinidade, favorecendo o elevado encapsulamento do farmaco.

Difratometria de Raios X (DRX)

De acordo com o grafico obtido pela DRX, exposto na Figura 6, o padrao DRX do AM confirmou
sua morfologia amorfa e geometria estrutural indefinida, favoravel para sua maior incorporagao nas
matrizes lipidicas devido a menor necessidade de gasto energético (SILVA, 2016).

O Dynasan’116 exibiu picos intensos em angulos 2e aproximados de 19,52, 23,19, 24,27, indicando
natureza cristalina. Esses picos estao relacionados as formas polimérficas o, 3 e 3/3', respectiva-
mente, e estao de acordo com a literatura (KIPRIYE; SENEL; YENILMEZ, 2017).

Os CLN apresentaram difratogramas semelhantes, com um grande halo amorfo que sobrepode e
diminui os picos cristalinos do lipidio s6lido. Essa reducao de cristalinidade corrobora o resultado
de IC obtido pelo DSC, que demonstrou um menor grau de cristalizagao da matriz lipidica. Também

104 Revista Brasieira Multidscipinar - ReBraMl  vo. 27, n.1 Suel, 2024 - CONCAF



w - re -~ = ¢
Ensaio de pré-formulacao e desenvolvimento de...
<1<

é possivel notar que o CLN16 apresentou uma sobreposicao pelo halo amorfo com picos de menor
intensidade quando comparado ao CLNBr, o que é justificavel pela presenca do farmaco que possui
caracteristica amorfa e contribui para o perfil de cristalinidade reduzido (LIU et al., 2017). Ademais,
esses resultados sao semelhantes aos relatados por Souza (2022) e Silva (2016).

Figura 6 - Difratogramas do lipidio, fArmaco e dos nanocarreadores. Legenda: Dnsl16= Dynasan; AM
= antimoniato de meglumina; CLNI16 = nanocarreador com AM; CLNBr= nanocarreador branco.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Espectroscopia no infravermelho com transformada de fourier

De acordo com a Figura 7, foi possivel observar que o CLNBr e CLN16 apresentaram espectros na
regiao do infravermelho muito similares, com predominancia dos picos em regides caracteristicas
do lipidio. Os picos referentes ao farmaco nao foram observados no CLNI6 devido a alta taxa
de encapsulagao (>90%), sendo visiveis apenas as bandas referentes ao lipidio sélido, que é o
componente majoritario do CLN.

Figura 7 - Espectro de infravermelho do lipidio, fArmaco e dos nanocarreadores. Legenda: Dnsll6=
Dynasan; AM = antimoniato de meglumina; CLN16 = nanocarreador com AM; CLNBr= nanocarreador
branco.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023.
Avaliacao da citotoxicidade in vitro dos carreadores lipidicos nanoestruturados
De acordo com os resultados expressos na Figura 8, a viabilidade dos macréfagos, quando ex-
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postos ao AM, sofreu alteragdes significativas em comparacao ao controle positivo nas concen-
tracdes mais elevadas, embora nao seja considerado citotoxico, visto que os niveis de viabilidade
permaneceram superiores a 82%. Os CLN apresentaram toxicidade acima da concentracao de 38
pg/mL, onde o CLNBr apresentou 74,5% de viabilidade celular, enquanto o CLN16 apresentou 56,5%
de viabilidade nessa concentragao.

Figura 8 - Citotoxicidade in vitro do farmaco e dos nanocarreadores frente aos macréfagos RAW
264.7. Legenda: CLN16= nanocarreador com AM; AM = antimoniato de meglumina; CLNBr = nano-
carreador sem AM.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Considera-se citotéoxico um produto que provoca uma inibicao no crescimento celular acima
de 30% (SO, 2009). Assim, os resultados indicaram que o farmaco em solucao (AM) nao exibiu
citotoxicidade nas concentracoes estudadas para os macrofagos.

Por outro lado, os CLN apresentaram citotoxicidade em diferentes concentragoes, sendo o
CLNBr considerado citotdxico acima de 38 ug/mL (CC_=39,3 ug/mL) e o CLNI6 a partir de 19 pg/mL
(CC,,=39.2 pg/mL). A citotoxicidade do CLNBr pode ser explicada pela presenga dos tensoativos
presentes na formulagao. Estudos relatam que tensoativos nao i6nicos polietoxilados em
concentracoes acima de 0,02% podem manifestar citotoxicidade (GRANT et al., 1992). Ja o aumento
da citotoxicidade do AM que ocorreu quando incorporado no CLN16 se da ao fato de que a interagao
e internalizacao do farmaco nas células sao acentuadas pelo nanocarreador, devido ao seu tamanho
reduzido e aumento da area superficial de contato. Entretanto, sua atividade depende da liberagao a
partir da nanoparticula, nos CLN é esperado que essa liberagcao ocorra de forma lenta e prolongada.
E importante ressaltar que o CLN, ao favorecer a internalizacao do farmaco nas células, permite sua
conversao para a forma ativa, que é a forma toxica para as leishmanias. Espera-se entao, que o CLN
potencialize a toxicidade do AM contra as leishmanias em uma menor concentracao de farmaco,
resultando em um regime posolégico reduzido e com doses menores. Entretanto, ensaios para
avaliar a atividade leishmanicida e perfil de liberacao dos CLN ainda serao realizados.

Comparativamente a outras investigagoes, concentragoes toxicas do AM ja foram relatadas e
variaram entre 112,1 e 1125 yg/mL em macroéfagos J774. J& em diferentes tipos de carreadores, as
concentragoes toxicas abrangem uma faixa de 148, a 1000 pyg/mL (BORBOREMA et al., 2016;
BARAZESH et al., 2018; ALBALAWI et al., 2021).

Conclusao

Os ensaios de pré-formulacao resultaram em CLN com caracteristicas fisico-quimicas
promissoras para o alvo terapéutico, com diametro e eficiéncia de encapsulacao adequados para
nanocarreadores de administracao oral ou tépica. Devido ao PZ obtido, espera-se a realizacao de
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estudos posteriores empregando liofilizagao visando conferir estabilidade a esses nanocarreadores
e permitir incorporacao em diferentes formas farmacéuticas. A matriz menos cristalina confirmada
pelas técnicas de caracterizacao indica a obtencao de um CLN com matriz lipidica amorfizada
que permitiu uma alta eficiéncia de encapsulacao (>90%). O ensaio de viabilidade celular permitiu
conhecer concentragoes citotdxicas do farmaco em macréfagos, que foram intensificadas quando
incorporadasnananoparticula,devidoamelhorinteracaocomascélulas que permitiuametabolizacao
do farmaco e conversao na sua forma ativa. Dessa forma, estudos posteriores serao realizados para
avaliar as concentragdes toxicas em leishmanias, permitindo conhecer concentragdes seguras para
uso dos CLN obtidos. Também sera testado o perfil da cinética de liberagao e incorporacao dos CLN
em formas farmacéuticas.
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