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RESUMO

Trabalhos na literatura veem demonstrando a eficiéncia do DETC
(Dietioditiocarbamato de Sodio) em diversas aplicacdes, seja pela sua
atividade antiparasitaria, antitumoral e até mesmo no tratamento de
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Por
se tratar de um farmaco hidrofilico, sua encapsulacéo é o maior desafio
deste trabalho. As nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) sédo
amplamente estudadas, principalmente pelas suas caracteristicas como
liberacdo sustentada de recursos, solubilizacdo de ativos lipofilicos,
aumento da estabilidade fisico-quimica de moléculas labeis,
minimizacdo dos efeitos colaterais entre outros. As NLS chamam a
atencdo para o encapsulamento e a liberacdo de drogas hidrofilicas,
porque elas possuem uma baixa citotoxicidade e possibilidade de
obtencdo em sistemas isentos de solventes. Neste contexto, este trabalho
propde a encapsulacdo do farmaco hidrofilico DETC em nanoparticulas
lipidicas sélidas com a avaliacdo da eficiéncia de encapsulamento
utilizando cera de abelha e Crodamol como lipideo solido e liquido
respectivamente. Diversos trabalhos na literatura ja demonstram que, a
combinacdo de lipideos liquidos e solidos na encapsulacdo de
compostos tanto hidrofilicos como hidrofébicos, sdo capazes de formar
uma rede com uma menor cristalinidade, o que acaba acarretando uma
maior interacdo entre o composto encapsulado e matriz lipidicas e
consequentemente  ocorrendo  um aumento na eficiéncia de
encapsulacdo. As nanoparticulas foram obtidas utilizando a metodologia
de emulsédo dupla, que é muito utilizada na literatura para encapsulacao
de compostos hidrofilicos, onde as mesmas apresentaram morfologia
esférica e didmetro de tamanho médio entre 189 e 290 nm e um indice
de polidispersdo entre 0,2 e 03. Utilizando a mesma técnica, foi possivel
encapsular um corante também hidrofilico (Sulforadamina 101),
comprovando assim a eficiéncia da metodologia. As NLS obtidas pela
combinacdo dos dois lipideos (cera de abelha e crodamol) apresentaram
uma alta eficiéncia de encapsulacéo (79%) e uma grande estabilidade,
comparada as formulacao, utilizando apenas um lipideo, ap6s 30 dias de
armazenamento a 4° C. A caracteriza¢do por FTIR mostrou de forma
qualitativa a incorporacdo do farmaco nas NLS de cera de abelha e
crodamol.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas sélidas; Dietilditiocarbamato
de sédio; Nanoencapsulagao; Farmacos hidrofilicos; Cera de abelha.






ABSTRACT

Solid lipid nanoparticles (SLN) are widely studied, mainly due to
characteristics as sustained release of resources, solubilize lipophilic
actives, increase a physical and chemical stability labile molecules,
minimize side effects among others. The SLN call attention to
encapsulation and the release of hydrophilic drugs because they have low
cytotoxicity and a possibility of obtaining in solvent free system. In this
context, this work proposes an encapsulation of the hydrophilic drug
sodium diethyldithiocarbamate (DETC) in solid lipid nanoparticles with
the evaluation of encapsulation efficiency by using beeswax and Crodamol
as lipid phase. The nanoparticles were obtained by double emulsion
method, and nanoparticles with spherical morphology and average size
diameter between 189 to 390 nm were obtained. SLN nanoparticles
obtained using two lipids showed higher encapsulation efficiency (79%)
and higher stability after 30 days of storage period at 4 °C.

Key words: Solid lipid nanoparticles; Diethyldithiocarbamate;
Nanoencapsulation; Hydrophilic drugs; Beeswax.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas coloidais de veiculacdo de farmacos, tais como micro
e nanocapsulas, micro e nanoparticulas, lipossomas e mi-croemulsdes,
tém sido empregados com sucesso na &rea farmacéutica pelo fato de
poderem proporcionar um microambiente restrito com propriedades
fisico-quimica diferentes daquelas apresentadas pelo meio externo,
sendo capazes de compartimentalizar eficientemente diversos grupos de
substancias de uso terapéutico (ALMEIDA; SOUTO, 2007).

Vérios estudos vém relatando o carregamento de drogas
hidrofilicas em nanoparticulas lipidicas solidas, as mesmas tém sido
utilizadas como veiculos de farmacos para prevenir a degradacdo
enzimatica, promover a permeabilidade através das membranas celulares
e também melhorar a biodisponibilidade de farmacos hidrofilicos
(GONGCALVES et al., 2015; LUO et al., 2015; SOUTO et al., 2011,
MEHNERT; MADER, 2012). Técnicas de encapsulacio com elevada
eficiéncia tem sido um desafio, principalmente, devido a instabilidade
do farmaco e devido a répida particdo do mesmo na fase aquosa externa
ao usar emulstes simples( PERES et al., 2016; COHEN-SELA et al.,
2009; IQBAL et al., 2015; SEVERINO et al., 2014).

O desenvolvimento de sistemas carreadores de produtos
farmacéuticos ainda é um grande desafio. Durante muitos anos foram
incorporados farmacos em polimeros inertes ou ndo erodiveis; e um
grande inconveniente do wuso destes dispositivos era a nao
biodegradabilidade dos mesmos, requerendo remogao cirlrgica apds o
esgotamento do farmaco. Neste contexto, desde a década de 1990, as
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) sdo uma promissora alternativa
para o carregamento de farmacos, uma vez que podem ser adaptadas a
diversas vias de administracdo e veicular varios compostos, como,
proteinas, farmacos, agentes de imagiologia e material genético
(JENNING; THUNEMANN; GOHLA, 2000; PINTO, 2013).

Lipideos e surfactantes biocompativeis sdo comumente usados na
preparacdo de dispersbes tornando esse tipo de sistema atrativo por
apresentar baixa toxicidade durante sua degradacdo além de possibilitar
a incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas quanto lipofilicas
(KULKAMP-GUERREIRO; POHLMANN; GUTERRES, 2005;
PERES, 2012a; SOUTO et al., 2011a).

A incorporacgdo de farmacos com solubilidade limitada depende
também das caracteristicas fisico-quimica da matriz sélida bem como do
surfactantes incorporado (PERES, 2012). Com isso, tanto a escolha dos
lipideos e surfactantes como o tipo e a concentragdo afetam o tamanho
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de particula, estabilidade do farmaco e perfil de liberacdo do
mesmo(KHERADMANDNIA et al., 2010).

Na literatura é possivel encontrar diversos métodos de preparagao
de nanoparticulas lipidicas sélidas, cada qual com suas vantagens e
desvantagens. Infelizmente, na sua grande maioria, se utilizam de
solventes organicos, 0 que acaba acarretando num aumento da
toxicidade das nanoparticulas ou até mesmo por conta dos residuos de
solvente que ficam ao final do processo de encapsulacdo (PERES,
2012b; PRATA, 2011).

Normalmente, o encapsulamento de farmacos hidrofilicos é
obtido pela técnica de dupla emulsdo ou miniemulsdo inversa, que
também se utilizam com frequéncia de solventes organicos, desta forma,
preparar estas nanoparticulas utilizando agua como solvente é um dos
desafios deste trabalho. (PERES et al., 2012)

Cera de abelha, lipideo utilizado como matriz neste trabalho,
consiste em uma combinacdo de ésteres de acidos graxos e alcoois de
cadeia longa (C15H3:COOC3Hgy), estrutura cristalina, granular, cuja
cristalizacdo depende da temperatura. Apresenta ponte de fusdo entre
63-65 °C, indice de acidez entre 7,2-7,4 e densidade préxima da agua
(AMIN et al., 2017; FRATINI et al., 2016). A cera de abelha tem vasta
aplicacdo nas areas alimenticia e farmacéuticas e recentemente, o
interesse dos pesquisadores dirigiu-se sobre as propriedades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Salmonella enterica,
Candida albicans e Aspergillus Niger (AMIN et al., 2017; FRATINI et
al., 2016). O Crodamol, segundo lipideo utilizado também na
formulacdo das nanoparticulas deste trabalho, é uma combinacdo dos
triglicerideos do acido caprico e caprilico, que séo triglicérides de cadeia
média (TCM) constituida principalmente por ésteres de acidos caprilicos
(C8) e capricos (C10) derivados do 6leo de coco. Sdo considerados
toxicologicamente e dermatologicamente indcuos e classificados como
Generally Recognized As Safe pelo Food and Drug Administration (HU
etal., 2006) (YE et al., 2016).

Dietilditiocarbamato de sodio (DETC) é um farmaco hidrofilico
com uma forte atividade antioxidante (PAUL B; CHAPMAN; M. C.
PROBINE, 1959). Muitas publica¢Ges relatam sua aplica¢do de forma
oral ou através de membranas bacterianas (CELES et al., 2016) no
tratamento de doencas como a leishmaniose (CELES et al., 2016;
KHOURI et al., 2010), AIDS (HERSH et al., 1991; SUNDERMAN,
1991) e cancer (RAHDEN-STARON et al., 2012). No entanto, por se
tratar de um composto hidrofilico, sua encapsulagdo ainda é pouco
reportada na literatura.
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Diante do exposto, neste trabalho foi explorada a estabilidade e
encapsulacdo do DETC via dupla emulsdo, com a finalidade de
promover ainda mais a biodisponibilidade do farmaco através da
encapsulacdo em nanoparticulas lipidicas sélidas utilizando cera de
abelha e crodamol como fase lipidica, além de preencher a lacuna da
literatura em relagéo a encapsulagéo de farmacos hidrofilicos.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consiste na avaliagdo da
estabilidade do DETC com relacdo a elevacgdo de temperatura e também
com relacdo a diferentes pH, para posteriormente encapsular e avaliar o
do processo de encapsulacéo e caracterizagdo do Dietilditiocarbamato de
Sédio Trihidratado (DETC) em nanoparticulas lipidicas solidas
utilizando cera de abelha e crodamol como fase lipidica.

1.1.2  Objetivos Especificos

a) Sintetizar nanoparticulas lipidicas s6lidas via dupla emulsdo em
sistema livre de solvente;

b) Encapsulacdo do farmaco Dietilditiocarbamato de Sdédio
Trihidratado em nanoparticulas lipidicas solidas de cera de
abelha e crodamol;

c) Ensaio de estabilidade do Dietilditiocarbamato de Sddio em
diferentes pH e em diferentes temperaturas

d) Caracterizagdo das  nanoparticulas  carregadas  com
Dietilditiocarbamato de Sdédio Trihidratado em relacdo ao
diametro de particulas, indice de polidispersdo, eficiéncia de
encapsulacdo, estabilidade sob armazenagem, propriedades
térmicas e cristalinidade;

e) Anadlise de fluorescéncia das nanoparticulas carregadas com um
corante também hidrofilico.

Para facilitar a apresentacdo e compreensdo, este trabalho foi
estruturado em 5 capitulos, de forma a apresentar em um Unico capitulo
os fundamentos tedricos necessarios para o desenvolvimento deste
trabalho. Os procedimentos adotados, os resultados, discusses e
conclustes foram divididos por assunto.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste Capitulo serd apresentada uma revisdo da literatura acerca
dos assuntos pertinentes a este trabalho. Primeiramente, 0s conceitos de
nanoparticulas lipidicas serdo abordados, relatando algumas técnicas de
preparo das nanoparticulas lipidicas soélidas. Posteriormente uma reviséo
em relacdo ao farmaco e aos lipideos utilizados neste trabalho.

2.1Nanoparticulas Lipidicas Solidas (NLS)

A nanotecnologia é um ramo promissor e que vem sendo
amplamente estudado onde é definida como a criagdo, utilizagdo e
manipulacdo de materiais, dispositivos ou sistemas em escala
nanométrica. A nanoencapsulacdo é um importante campo da
nanotecnologia, que envolve o aprisionamento de agentes bioativos
dentro de materiais de suporte, com uma dimensdo em nanoescala
(FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012).

Diante disto, desenvolver sistemas carreadores de farmacos é um
grande desafio para ciéncia. Com 0s avan¢os na nanotecnologia das
Gltimas décadas, pode-se desenvolver e estruturar novas técnicas
visando a liberagdo controlada de compostos ativos . A producdo de
nanoparticulas (sejam poliméricas, lipossomas ou lipidicas) tem sido
alvo de grande atencdo das empresas médicas e farmacéuticas,
principalmente no que tange o sentido da utilizacdo de farmacos com
uma baixa biodisponibilidade, baixa estabilidade ou também, aplicacdo
de farmacos que apresentam irritacdo local como efeito colateral. Assim,
estas desvantagens podem ser superadas pela formulacdo adequada e
reducdo de tamanho de particula utilizando as ferramentas da
nanotecnologia moderna, uma vez que esta proporciona uma entrega
dirigida e ainda liberacdo controlada, melhorando a seguranca e eficacia
do farmaco uma vez que possibilita a protecdo do composto ativo
(KUMAR et al., 2017; PERES, 2012)

Tornou-se cada vez mais evidente que o desenvolvimento de
novas formulag6es ou sistemas de liberacdo de farmacos néo é suficiente
para assegurar o progresso da terapia medicamentosa (MEHNERT;
MADER, 2012). Os principais motivos da falha terapéutica incluem
concentracdo de farmaco insuficiente devido & m& absorgéo,
metabolismo rapido e eliminagdo (por exemplo, peptideos, proteinas),
toxidade aguda e crénica presente em alguns veiculos de liberacéo, falta
de estabilidade fisico-quimica do farmaco e a elevada flutuacdo dos
niveis plasméaticos devido a biodisponibilidade imprevisivel apds a
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administracdo peroral, incluindo a influéncia dos alimentos nos niveis
plasmaticos (HUANG; BRAZEL, 2001). Uma estratégia promissora
para superar esses problemas envolve a desenvolvimento de sistemas
portadores de farmacos adequados.

As NLS vém ganhando cada vez mais espaco e estdo sendo
investigadas como sistemas carreadores de compostos lipofilicos em
produtos  farmacéuticos, cosméticos(CORTES-ROJAS; SOUZA;
OLIVEIRA, 2014; GARG; SINGH, 2011; GHOSH; MUKHERJEE;
CHANDRASEKARAN, 2013) e, recentemente, vém despertando
interesse também na industria alimenticia, isto por que mantém a
atividade bioldgica de compostos ativos e minimizam o impacto sobre
as propriedades organolépticas dos alimentos (GHOSH; MUKHERJEE;
CHANDRASEKARAN, 2013) .

Muitos sistemas de nanoparticulas baseados em matrizes
biocompativeis (polimeros, lipidios e 6leos) veem sendo utilizados, o
que pode ser eficiente para aumentar a biodisponibilidade dos
compostos, aumentando a permeabilidade da droga ou a diminuindo os
efeitos colaterais . Entre elas, as nanoparticulas a base de lipideos
possuem a vantagem de ser o menos téxico para aplicagdes in vivo e a
possibilidade de uma liberacdo controlada do farmaco (entre outros
compostos bioativos).

A liberagdo controlada partir de NLS ja vem sendo
estudada(GANESAN; NARAYANASAMY, 2017). O uso de lipidios
solidos em vez de o6leos liquidos tornou-se mais vantajosa porgue a
mobilidade da droga em um lipideo sélido deve ser consideravelmente
menor em comparagdo com um Oleo liquido. (MEHNERT; MADER,
2012; MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998).

Neste contexto, desde a década de 1990, as NLS sdo uma
promissora alternativa, uma vez que podem ser adaptados a diversas
vias de administracdo e podem veicular varios compostos, como,
proteinas, farmacos, agentes de imagiologia e material genético
(PINTO, 2013). Lipideos fisiologicos e surfactantes biocompativeis
sdo comumente usados na preparacdo de dispersdes tornando esse tipo
de sistema atrativo por apresentar baixa toxicidade durante a degradacéao
das NLS (PERES et al., 2016). Trata-se de sistemas bem adequados para
encapsulacdo de compostos hidrofébicos e em comparacdo aos sistemas
tradicionais, tais como os ja utilizados comercialmente em cremes,
tinturas e emulsbes, as NLS combinam vantagens como liberacéo
controlada, estabilizacdo por surfactantes biocompativeis (ibnicos ou
ndo-ibnicos), vasta variedade de lipideos (&cidos, mono-, di- ou
triglicerideos, misturas de glicerideos ou ceras) (KULKAMP-



31

GUERREIRO; POHLMANN; GUTERRES, 2005; SOUTO et al.,
2011a). Sintetizadas a partir de fontes naturais, incluindo lipideos,
polissacarideos e proteinas, as NLS possuem o objetivo de melhorar a
solubilidade, estabilidade e principalmente a biodisponibilidade de
farmacos (GONCALVES et al., 2015; LUO et al., 2015; SOUTO et al.,
2011).

Publicacdes vém demonstrando a indmeras vantagens presentes
nas NLS perante outros portadores coloidais como: A possibilidade de
uma liberagdo controlada e direcionada do farmaco, maior estabilidade
para o composto, possibilidade de encapsulacao de farmacos hidrofilicos
e hidrofébicos, a possibilidade da no utilizagdo de solventes (MADER,;
MEHNERT; MADER, 2001).

Os primeiros estudos relatados na literatura sobre NLS reportam
o desenvolvimento de particulas na busca por particulas intermediarias
as nanoparticulas poliméricas e nanoemulsdes, que possuissem uma
liberacdo quase que instantanea do principio ativo para o0 meio, mas que
ainda fossem inferiores as nanoparticulas poliméricas, que possuem uma
liberacdo muito lenta tanto in vitro quanto in vivo (MENESES, 2016;
SCHWARZ et al., 1994).

Existem duas geracdes de nanoparticulas lipidicas, a primeira
geracdo sdo as nanoparticulas de lipideos solidos (solid lipid
nanoparticle, NLS) e a segunda geragdo o0s vetores lipidicos
nanoestruturados (nanostructured lipid carriers, NLC). As NLS sdo
constituidas apenas por lipideos sélidos a temperatura ambiente,
enquanto que os NLC apresentam uma mistura de lipideos liquidos e
solidos (SILVA, 2015).

A primeira geracdo desenvolvida de NLS foi produzida pela
dispersdo do composto ativo em um lipidio sélido fundido seguido por
um resfriamento para haver a incorporacdo das moléculas ativas entre as
cadeias lipidicas (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2014;
MENESES, 2016). A segunda geracdo de particulas lipidicas, conhecida
como veiculos lipidicos nanoestruturados (NLC), consiste em uma
mistura de um lipidio sélido mais um lipidio liquido, capazes de formar
uma matriz sélida a temperatura ambiente, formando uma rede com
menor cristalinidade e uma taxa maior de encapsulagdo, quando
comparado ao uso de um Unico lipideo solido (CORTES-ROJAS;
SOUZA; OLIVEIRA, 2014; MENESES, 2016). Estudos mostram que a
mistura lipidios liquidos e s6lidos contornam com sucesso algumas
limitacbes presentes em NLS quando se trata no carregamento de
drogas, aumentando a eficiéncia de encapsulacdo (JENNING;
THUNEMANN; GOHLA, 2000).
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As NLS apresentam algumas vantagens com relacdo as
nanoparticulas poliméricas e o fato de a matriz lipidica ser produzida a
partir de lipidios fisiolégicos acaba por reduzir a toxicidade aguda e
cronica bem como aumentar a biodisponibilidade das substancias
encapsuladas; apresentam elevada estabilidade ao longo do tempo;
permitem obter uma libertagdo modificada das moléculas veiculadas; a
matriz sélida confere protecdo das moléculas contra degradacdes;
devido a utilizac@o de excipientes fisioldgicos e biocompativeis; elevada
eficacia de encapsulacdo; facilidade de producdo em larga escala; ndo é
necessario recorrer ao uso de solventes organicos durante 0s processos
de producdo; baixo custo de producgdo; capacidade de direcionar as
substancias encapsuladas para locais alvo e excelente estabilidade fisico-
quimica, proporcionando maior protecdo contra a degradacdo de
farmacos labeis (MEHNERT; MADER, 2012; SILVA, 2011; SOUTO et
al., 2011). Na area farmacéutica, as NLS podem ser administradas por
todas as vias oral, parenteral, cutanea, dérmica e ocular (SOUTO et al.,
2011; WEBER; ZIMMER; PARDEIKE, 2014).

As NLS possuem uma estrutura bastante similar a das
nanoemulsfes, no entanto, o nicleo é formado por lipidios solidos a
temperatura ambiente e ndo por 6leos liquidos, como nas nanoemulsdes.
Sendo assim, a solidez caracteristica dos lipideos que formam as NLS
conferem uma menor mobilidade aos ativos neles incorporados,
podendo assim sustentar, ou até mesmo controlar a velocidade de
liberagdo destas substancias (MADER; MEHNERT; MADER, 2001;
SEVERINO et al., 2014).

O uso comercial das NLS e NLC é na maioria das vezes de forma
topica, estes sistemas tém grande potencial de aplicagdo para as vias oral
e parentérica. A biodisponibilidade oral dos farmacos pode ser
melhorada gracas a presenca dos lipideos, que melhoram a sua absor¢édo
no TGI. Por outro lado, as moléculas encapsuladas podem ser protegidas
contra a degradacdo ao longo do TGl e a sua libertacdo pode ser
controlada, o que reduz os efeitos secundarios de alguns farmacos
(PINTO, 2013; SILVA, 2015)

A morfologia das nanoparticulas lipidicas é influenciada pela
composicdo da formulagdo, no que diz respeito ao tipo de lipideo(s),
natureza quimica da substancia ativa, tipo de agente(s) tensoativo(s),
método de produgdo, capacidade de carga, rendimento de producéo,
eficiéncia de encapsulacdo e tamanho da particula (SILVA, 2015), e
independentemente do método de obtencdo adotado, cada técnica exige
0 estudo de uma formulagéo de preparo, pois ird interferir diretamente
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nas caracteristicas das particulas finais (PERES et al., 2012; TAVEIRA,
2009).

Para a producdo de NLS, pode ser utilizada a técnica de
emulsificacdo-ultrasonicagdo para preparagdo das NLS, podem ser
utilizadas duas técnicas, a partir do uso de solvente ou em sistema livre
de solventes. Na técnica emulsificacdo-evaporacao, uma emulsdo inicial
é formada pela mistura da fase lipidica, solvente organico, emulsionante
e componente bioativo. A pré-emulsdo é em seguida sonicada a
temperatura acima do ponto de fusdo do lipidio. Em seguida, as
particulas sélidas lipidicas sdo formadas quando a nanoemulséo formada
é submetida & &gua arrefecida contendo surfactante e agitagdo para
evaporagdo do solvente (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012;
MENESES, 2016). Na técnica emulsificacdo/ultrasonicacdo (Figura 1)
ndo se faz necessario o uso de solvente organico, e a fase organica é
composta pelo lipidio ou mistura de lipidios e 0 composto bioativo que
sdo aquecidos a temperatura superior ao ponto de fusdo do lipidio,
enquanto a fase aquosa é composta por dgua e surfactante. As fases
organica e aquosa sdo emulsionadas sob alta agitacdo, a emulsdo obtida
é sonicada em ultrassom, formando entdo uma nanoemulsdo que sera
dispersa em agua arrefecida para solidificacdo das nanoparticulas (DAS
etal., 2011; MENESES, 2016).

Figura 1: Esquema de formag&o de nanoparticulas lipidicas sélidas utilizando o
processo de emulsificagdo-ultrasonicagéo.
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2.2 Fase lipidica: Cera de Abelha e Crodamol (Triglicerideo de
acido caprico/caprilico).

A cera de abelha, lipideo utilizado como matriz neste trabalho, €
o0 resultado do processo metabdlico liberado (excretado) através dos
segmentos abdominais das abelhas operarias mais jovens (com idade
entre 12 e 18 dias, ou seja, no final do periodo em que as abelhas atuam
como enfermeiras). Em contato com o ar solidifica em escalas em que as
abelhas modelam com as mandibulas para construir os favos,
adicionando pdlen e prépolis. Consiste em uma combinacdo de ésteres
de &cidos graxos e alcoois de cadeia longa (C15H3;COOC30H¢;). Possui
estrutura cristalina, granular, cuja forma de cristalizacio é dependente
da temperatura. E um isolante elétrico, funde entre 63-65 °C, amolece a
partir dos 35°C, possui um indice de acidez entre 7,2-7,4 e densidade
préxima da 4gua (AMIN et al., 2017; FRATINI et al., 2016). A cera de
abelha, pode ser de dois tipos, amarela e branca. A cera de abelha
amarela tem um aroma semelhante ao mel e é fragil quando na fase
solida. Inversamente, a cera de abelha branca ndo possui aroma e
apresenta-se mais flexivel quando comparada com a cera de abelha
amarela (ATTAMA; MULLER-GOYMANN, 2008).

Gracgas as suas propriedades protetoras hidrofébicas, a cera de
abelha estd atualmente presente em diversas inddstrias como
cosméticos, alimenticia, farmacéuticas entre outras. Exatamente como o
mel que ela contém, possui varias propriedades terapéuticas de grande
interesse, sendo eficaz na cicatrizagdo, inflamacdo e queimaduras.
Recentemente, o interesse dos pesquisadores dirigiu-se até mesmo sobre
as propriedades antimicrobianas da cera de abelha, alguns mostraram
uma eficacia antimicrobiana contra o Staphylococcus aureus em geral,
Salmonella enterica, Candida albicans e Aspergillus Niger, porém,
ainda ha poucos estudos na literatura focada apenas na acédo do lipideo
(AMIN et al., 2017; FRATINI et al., 2016).

Um dos trabalhos relatados na literatura utilizando cera de abelha
como lipideo na producdo de nanoparticulas foi reportado por
Namdariyan e colaboradores (2013), onde as nanoparticulas de 6xido de
zinco (ZnO) foram aprisionadas em microesferas de cera de abelha
utilizando Tween-80 ou Tween-20 como surfactantes. O objetivo
principal do trabalho foi obter nanoparticulas estaveis a fim de aumentar
0 tempo de persisténcia e liberacdo controlada do composto em
diferentes condicdes. As particulas foram devidamente caracterizadas e
de acordo com os resultados apresentados pelos autores, a cera de abelha
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protegeu as nanoparticulas de dxido de zinco em ambiente indesejavel e
condicdo de armazenamento.

Kheradmandnia e colaboradores (2010) encapsularam o farmaco
Cetoprofeno em NLS de cera de abelha e carnalba combinadas, os
autores relataram estudos utilizando Cetrofeno, um composto com uma
forte atividade anti-inflamatéria e ndo esteroide comumente utilizado
para tratamento de artrite reumatoide aguda, com meia-vida curta, fraca
solubilidade em &gua, baixa biodisponibilidade e efeitos secundarios no
trato gastrointestinal. Os autores reportaram a encapsulacdo do
Cetrofeno em uma combinacgdo de cera de carnalba e cera de abelha,
utilizando Tween-80 e lecitina do ovo como surfactantes, seguindo a
técnica via microemulsdo. Os resultados foram promissores e uma alta
eficiéncia de encapsulagdo (97%) indicou uma boa compatibilidade
entre o Cetrofeno e o nlcleo ceroso das NLS.

O Crodamol, segundo lipideo utilizado também na formulagéo
das nanoparticulas deste trabalho, € uma combinacdo dos triglicerideos
do &cido caprico e caprilico (TACC), que sao triglicérides de cadeia
média (TCM) constituida principalmente por ésteres de acidos caprilicos
(C8) e capricos (C10) derivados do dleo de coco. Os TCM sao derivados
de é&cidos graxos completamente saturados e por isso a baixa
viscosidade. Esses 6leos fluidos adquirem excepcional estabilidade
oxidativa e oferecem 6timo espalhamento como resultado de sua
caracteristica saturada. Devido ao tamanho da cadeia, os TACC
apresentam excelente solubilidade em &lcool e dai sua importancia na
aplicabilidade em produtos farmacéuticos. Esses compostos sao
considerados toxicologicamente e dermatologicamente in6cuos e séo
classificados como Gras (Generally Recognized As Safe) pelo FDA
(Food and Drug Administration). Os TACC séo excelentes solventes de
principios ativos devido a sua composicdo estrutural. E recomendado
como substituto do dleo mineral, usado como veiculo ou diluente, por
ser também inerte. A rota metabdlica dos TCM no organismo é diferente
daquela dos 4cidos de cadeia longa. OS TCM sdo absorvidos
diretamente no sistema digestivo, metabolizados no figado e entdo
transportados como acidos graxos livres ligados a albumina. Os acidos
de cadeia longa, por outro lado sdo metabolizados no intestino e
transportados como triglicérides reesterificados através do sistema
linfatico (MAPRIC, 2016).

Os portadores de lipideos nanoestruturados (NLC), constituidos
por um lipideo sélido como matriz combinado com um lipideo liquido
sd0 uma nova geracdo de nanoparticulas lipidicas solidas (MADER et
al, 2001). Neste contexto, os triglicerideos caprilico/caprico (GTCC) é
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escolhido como lipideo liquido na grande maioria dos trabalhos, pelas
vantagens mencionadas acima e também por melhorar a retencdo dos
farmacos na estrutura da NLS, por diminuir a cristalinidade da matriz
lipidica sélida (HU et al., 2006).

Ye et al, (2016) reportaram o uso do crodamol (GTCC) na
encapsulacdo da fragrancia de hortela-pimenta através da polimerizacéo
interfacial do diisocianato de isoforona (IPDI) e hexametileno diamina
(HMDA) numa nanoemulsdo, na qual a fragrancia foi combinada com /
sem triglicérido caprilico / céaprico (GTCC). Os resultados mostraram
que a adigdo de GTCC pode reduzir significativamente os tamanhos de
nanocépsulas e melhorar a distribuicdo de tamanho das nanocapsulas.
Sob condigBes otimizadas, as nanocapsulas combinadas com GTCC
resultantes mantiveram uma boa estabilidade fisica, enquanto que a
dispersdo de nanocapsulas sem foi fisicamente separada num curto
espaco de tempo. Além disso, a eficiéncia de encapsulacdo das
nanocapsulas preparadas com GTCC atingiram cerca de 81% com um
carregamento elevado de 16%

Hu et al,( 2006), utilizaram o método de difusdo com solvente
para encapsulacdo do propionato de clobetasol em NLC. A
monostearina (MS) e os triglicéridos caprilico/caprico (GTCC) foram
escolhidos como lipideos solidos e lipideos liquidos respectivamente. A
metodologia utilizada de difusdo com solvente em sistema aquoso
obteve éxito para preparar o NLC de monoestearina. Comparado com
SLN, o NLC mostrou capacidade melhorada de carga de farmaco e uma
boa capacidade para reduzir a expulsdo de farmaco durante o
armazenamento. As taxas de libertacdo de farmaco da NLC aumentaram
com o aumento do teor do GTCC na formulagdo. Estes resultados
indicaram que o NLC obtido poderia potencialmente ser explorado
como um transportador com capacidade de carga de farmaco melhorada
e propriedades controladas de libertacdo de farmaco controlando a
temperatura de producdo do método de difusdo com solvente e o teor de
lipideos liquidos em nanoparticulas bem como uma maior estabilidade
durante o armazenamento.

2.3 Encapsulagdo de farmacos hidrofilicos em NLS

Vérios estudos vém relatando o carregamento de drogas
hidrofilicas em nanoparticulas lipidicas sélidas, as mesmas tém sido
utilizadas como veiculos de farmacos para prevenir a degradacdo
enzimatica, promover a permeabilidade através das membranas celulares
e também melhorar a biodisponibilidade de farmacos hidrofilicos. As
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técnicas comumente utilizadas para encapsulagdo de compostos
hidrofilicos ndo sdo vantajosas, a encapsulacdo com elevada eficiéncia
de encapsulagdo tem sido um desafio, principalmente, devido a
instabilidade do farmaco por causa da rapida particdo do mesmo na fase
aquosa externa ao usar emulsdes simples (BECKER PERES et al.,
2016a; COHEN-SELA et al., 2009; IQBAL et al., 2015; SEVERINO et
al., 2014). Normalmente, o encapsulamento de farmacos hidrofilicos é
obtido pela técnica de dupla emulsdo ou miniemulsdo inversa, que
utilizam com frequéncia solventes organicos o que pode gerar
problemas com relacdo a toxicidade devido a presenca de residuos de
solventes. Entretanto, alguns trabalhos ja foram publicados em relagdo a
avaliacdo da técnica sem a utilizacdo de solventes organicos (PERES et
al., 2012).

As emulsBes duplas sdo sistemas complexos, também chamados
de "emulsBGes de emulsbes”, nas quais as goticulas da fase dispersa
contém um ou mais tipos de goticulas dispersas pequenas. As emulsdes
duplas tém o potencial para encapsulacdo tanto de farmacos
hidrofébicos como hidrofilicos, cosméticos, alimentos e outros produtos
de alto valor. As técnicas baseadas em emuls6es duplas sdo comumente
usadas para o encapsulamento de moléculas hidréfilas, que sofrem de
baixa eficiéncia de encapsulamento (IQBAL et al., 2015).

Seguindo a técnica livre de solventes, a dupla emulsdo é formada
onde a primeira emulsdo é preparada a partir da emulsificacdo da fase
interna aquosa contendo o farmaco hidrofilico e lipidio fundido, ambos
acima da temperatura de fuséo do lipidio, em presenca de um surfactante
de baixo balanco hidrofilico-lipofilico (HLB), onde, com auxilio de uma
sonda de ultrassom séo sonicados formando a primeira emulsdo agua em
6leo. Em seguida, uma solucdo aquosa de surfactante de alto HLB, é
adicionada a primeira emulsdo e sonicada para formacdo da segunda
emulsdo (dgua em dleo em agua). Para promover a rapida solidificacdo
do lipidio, a dupla emulsdo é adicionada em agua destilada resfriada a
2°C sob agitacdo (PERES et al., 2012).

Severino et al, (2014), utilizaram a técnica de dupla emulsdo agua
em 6leo em &gua (A/O/A), para a nanoencapsulacdo da insulina. A
metodologia foi escolhida para evitar que a alta temperatura, levasse a
desnaturacdo da enzima ou alteracdo das propriedades da insulina. Os
autores reportaram testes utilizando Softisan® 100 como lipideo e Span
® 80 e Lipoid® S75 como surfactantes. Ao final do trabalho, os autores
relataram que o tamanho das particulas foi importante na avaliacdo da
estabilidade de sistemas coloidais, sendo que estes variam entre 294,6
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nm e 627 nm, com eficiéncia de encapsulacdo de 38,39% a 81,20%,
respectivamente.

Peres, (2016) e colaboradores avaliaram a preparacdo de
nanoparticulas lipidicas solidas carregadas com um composto hidroéfilo
pela técnica de dupla emulsdo sem a utilizacdo de solvente orgénico. O
objetivo principal foi investigar a influéncia de importantes variaveis do
processo e formulagdo, como composicdo lipidica, tipo de surfactante,
pardmetros de sonicacdo e condi¢des de solidificacdo lipidica sobre as
caracteristicas fisico-quimicas da dispersdo de SLN. Desta forma, o
tamanho de particula e a polidispersividade resultantes foram
principalmente influenciados pela quantidade de lipideos e pelo
tensoativo utilizado. O tamanho de particula mais pequeno (277 nm) foi
obtido quando a lecitina foi utilizada em conjunto com Tween 80 como
surfactantes. Esta combinagdo também resultou em nanoparticulas com
maior estabilidade, mostrando diminuicdo significativa de tamanho de
particula nem agregacdo de particulas e sedimentacdo. A técnica
proposta, que foi previamente utilizada para preparar microparticulas
lipidicas solidas, demonstrou ser um método eficaz para carregar
compostos hidrofilos e hidrofébicos, com uma eficiéncia de
encapsulacdo superior a 60% e 95% para compostos hidrofilicos e
hidrofobicos, respectivamente.

2.4 Dietilditiocarbamato de Sédio (DETC)

Os ditiocarbamatos sdo compostos contendo nitrogénio e enxofre,
sdo comumente usados em farmacologia, medicina e agricultura. Sao
quelantes metalicos & base de enxofre que contém um grupo funcional
ditiocarboxilico conjugado com um grupo amino secundario alifatico.
Os ditiocarbamatos sdo conhecidos por exercer efeitos pro-oxidantes e
antioxidantes tanto em sistemas celulares como biolégicos. Suas
aplicacBes bioldgicas incluem uso generalizado como inseticidas
agricolas, herbicidas e fungicidas (MATIAS et al., 2012).

O Dietilditiocarbamato de Sddio (DETC) é o principal metabélito
do dissulfiram, onde este € um medicamento usado no tratamento do
etilismo (RAHDEN-STARON et al., 2012) .
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Figura 2: Estrutura dos compostos: a) Dietilditiocarbamato de sdédio,
b)Ditiocarbamato, c) Dissulfiram .
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O Dissulfiram foi usado em todo o mundo principalmente para
terapia de aversao ao alcool desde a década de 1950, embora a razéo da
sua eficacia ndo havia sido compreendida até muitos anos
depois(SKROTT; CVEK, 2012). Dr. E. Lew Lewison descobriu outra
aplicacéo clinicamente importante do disulfiram em 1977 , ele observou
remissdo completa de um cancer de mama metastatico em um paciente
com alcoolismo grave que fazia uso deste medicamento. A atividade
anticancerigena do dissulfiram foi confirmada em estudos adicionais
guando foi utilizado para suprimir a progressdao de cancros induzidos
guimicamente no intestino e bexiga em ratos. Além disso, em um ensaio
clinico de fase Il controlado por placebo, o principal metabolito de
disulfiram, o DETC, foi usado com sucesso como um adjuvante na
terapia para cancer de mama nao metastatico e de alto risco (RAHDEN-
STARON etal.,, 2012; SKROTT; CVEK, 2012) .

Um dos primeiros trabalhos utilizando DETC foi publicado por
Callan Henderson em 1929, onde o farmaco foi empregado pela
primeira vez em calorimetria de comparacdo para a determinagdo
quantitativa do cobre (I1). O DETC quando complexado com cobre (1)
da origem a um quelado de cor marrom amarelado. Jacintho e
colaboradores (1967), utilizaram 0 DETC na determinacdo de cobre em
plantas e solos, concluindo que a utilizacdo do mesmo é eficiente para
analise deste tipo de metal.

Sunderman (1991) descreve em sua publicagdo uma breve
historia com relacio ao DETC. O desenvolvimento do
dietilditiocarbamato de s6dio como agente terapéutico havia comegado a
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cerca de 35 anos, quando os interesses da pesquisa estavam, em grande
parte, preocupados com 0s riscos de exposi¢cdo ao niquel e em
particularmente ao niquel-carbonilo. Durante a Segunda Guerra
Mundial, tornou-se relevante o estudo com relacdo a exposicdo ao
niquel-carbonilo, um gas extremamente toxico que apresentava um
grave perigo para a salde. Desde entdo, a eficécia terapéutica do DETC
tem sido relatada para muitos distdrbios, incluindo: envenenamento com
niquel, cadmio, talio, cobre e mercurio, carcinogénese experimental de
niquel, protecdo contra danos & medula 6ssea, tratamento de candidiase
em animais experimentais, doenca de Wilson, llpus eritematoso
sistémico e infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Sunderman acrescenta que havia sido observado durante testes em
alguns pacientes doentes com a sindrome da imune insuficiéncia
adquirida (AIDS) administrados com DETC onde a progressdo da
infeccdo por HIV-1 havia sido inibida quando o farmaco era
administrado por via intravenosa ou oral, consequentemente havendo
uma melhora no estado clinico e imune do paciente.

Dietilditiocarbamato de sddio € um composto organossulforado
(NaS,CN(CHs),), hidrofilico com forte atividade antioxidante e
capacidade quelante. E um composto amplamente utilizado como
inibidor enzimético, fungicida e por ser tratar de um ligante inorganico
comum, é muito utilizado em algumas técnicas para a deteccdo e
estimativa de metais utilizando métodos espectrofotométricos (PAUL B;
CHAPMAN; M. C. PROBINE, 1959), sendo obtido através da reacdo
entre dissulfeto de carbono com dietilamina na presenca de hidréxido de
sodio através da reacdo:

CS, + HN(C2H5)2 + NaOH — NaSzCN(Csz)z +H,0

Khouri et al., (2010), avaliaram a aplicacdo do farmaco DETC
para lesdes causadas por leishmaniose. Os autores demonstraram que o0
DETC, um inibidor de superdxido dismutase, aumenta a morte de
parasitas por macrofagos in vitro e diminui o tamanho da leséo e a carga
parasitaria in vivo. O tratamento da leishmaniose ainda depende de
drogas com efeitos adversos potencialmente graves, Celes et al., (2016)
reportaram o uso do DETC em formulacdo tépica de membranas de
celulose bacteriana (BC) o farmaco, considerado inibidor de superdxido
dismutase 1. Os macrofagos infectados com Leishmania expostos ao
BC-DETC resultaram na matanca das parasitas, sem efeitos toxicos
pronunciados para as células hospedeiras. A aplicacdo tépica de BC-


https://pt.wikipedia.org/wiki/Dissulfeto_de_carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Dietilamina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3xido_de_s%C3%B3dio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B3xido_de_s%C3%B3dio

41

DETC diminuiu significativamente o tamanho da lesdo, a carga
parasitaria e a resposta inflamatdria no local da infecgdo. As membranas
BC-DETC promovem a morte de parasitas em macréfagos humanos
infectados com L. braziliensis.

2.5 Consideracdes finais a respeito do estado da arte

Dependendo da sua solubilidade em &gua, cada farmaco possui
um perfil diferente e Unico de liberacdo e de acdo no alvo. Os composto
pouco (ou muito) solliveis em &gua, assim como 0S que apresentam
sérios efeitos colaterais, requerem uma tecnologia para a sua liberacao
em um alvo-especifico. Em funcéo destas correlacGes, a absor¢ao desses
no organismo pode ser melhorada pelo aumento da velocidade de
dissolucdo do farmaco através do aumento da sua area superficial.
Logo, encontrar metodologia eficientes para contornar este problema é
de extrema importancia.

E possivel encontrar diversos trabalhos na literatura mostrando a
encapsulacdo de compostos hidrofilicos, porém, alcancar uma elevada
eficiéncia de encapsulacdo se tornou um grande desafio.

Existem diversos relatos na literatura utilizando o farmaco DETC
em diversas aplicaches, sejam elas no tratamento no tratamento da
intoxicacdo por niquel carbonilo, cancer, mas ainda ndo existe na
literatura trabalhos encapsulando este farmaco para melhorar sua
biodisponibilidade e sua estabilidade.

Portanto, desenvolver sistemas nanocarreadores pode ser
considerada uma interessante abordagem para explorar as propriedades
clinicas.

Baseado nestas consideragdes, as seguintes secBes da presente
dissertacdo apresentam os resultados obtidos referente ao estudo da
encapsulacdo do farmaco hidrofilico DETC em nanoparticulas lipidica
solidas, avaliando sua eficiéncia de encapsulagéo.






3 MATERIAL E METODOS

3.0 Material

No desenvolvimento deste trabalho, foram utilizados acido
estearico (Vetec, puro), cera de carnaiba em flocos (GM ceras, puro) e
uma combinacdo de crodamol GTCC (Alpha Quimica, puro) e cera de
abelha branca em flocos (GM CERAS, pura) para preparacdo das
nanoparticulas lipidicas sélidas. Como surfactantes utilizou-se lecitina
de soja (Alfa Aesar) e polioxietileno-20-sorbitano monooleato (Tween
80, Vetec,). Como marcador fluorescente hidrofilico Sulforadamina 101
(SR-101, Sigma—Aldrich). O farmaco dietilditiocarbamato de sédio tri-
hidratado (VETEC). Agua DDI (deionizada). Solucdes de HCL 0,5 M e
NaOH 0,01 M para os ajustes de pH para analise de estabilidade do
DETC. Todos os reagentes foram utilizados como recebidos sem prévia
purificagdo.

3.1 Preparacédo das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)

As nanoparticulas lipidicas s6lidas (Tabela 1) foram preparadas
por fusdo/dupla emulsdo, técnica proposta por REITHMEIER;
HERRMANN; GOPFERICH, 2001 para preparagio de microparticulas
lipidicas e encapsulacdo de compostos hidrofilicos. As quantidades de
cada reagente foram adaptadas da publicagdo de Peres et al., (2016),
onde o mesmo trabalho trata da encapsulacdo de compostos hidrofilicos
em lipideos utilizando-se da técnica de dupla emulséo.

Inicialmente, a primeira emulséo (agua em 6leo), foi preparada a
partir da emulsificagdo, em sonda de ultrassom (Fischer Scientific,
Ultrasonic Dismembrator Model 500, 400 W com ponta de 1/8°”) por 15
segundos a amplitude de 45% (20 W), de 0,9 g de fase lipidica
(crodamol e cera de abelha) fundidos a 80 °C na presenca do surfactante
lecitina (0,045 g) e 0,3 mL de solugdo aquosa do farmaco (por se tratar
de um farmaco que sofre uma rapida degradacdo diante de altas
temperaturas, a solucdo aquosa do mesmo é deixada apenas poucos
segundos em banho a 80°C para evitar que a fase lipidica se solidifique
rapidamente quando a fase aquosa do farmaco é adicionada para a
preparacdo da primeira emulsdo). Em seguida, foi adicionado a primeira
emulsdo 9 mL da solucdo aquosa com o segundo surfactante Tween 80
(0,09 g/L mantido fixo em todos os experimentos). As solucBes foram
entdo mantidas sob agitacdo (300 rpm) por 10 minutos e sonicada
novamente por 60 segundos (15 segundos on e 5 off) amplitude de 60%
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(30 W), para formacéo da segunda emulsdo (dgua/6leo/agua). A fim de
promover a rapida solidificacdo do lipidio, a dupla emulsdo foi
adicionada em 90 mL de agua a 2 °C sob agitacdo magnética (300 rmp).
A preparacdo das nanoparticulas pode ser mais bem compreendida no
fluxograma apresentado na Figura 5.
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Tabela 1- Formulagdes bésicas das nanoparticulas lipidicas sélidas de cera de
abelha e crodamol preparadas com duas combinacdes diferentes de sufactantes.

Cerade Crodamol Lecitina Tween DETC
Amostra  Abelha (g) GTCC (g) (9) 80(g) (%)*

NLS 1 0,9 - 0,009 0,09 6
NLS 2 0,675 0,225 0,009 0,09 6
NLS 3 0,45 0,45 0,009 0,09 6
NLS 4 0,9 - 0,045 0,09 -
NLS 5 0,45 0,45 0,045 0,09 -
NLS 6 0,45 0,45 0,045 0,09 6
NLS 7 0,45 0,45 0,045 0,09 3
NLS 8 0,45 0,45 0,045 0,09 2

3.2 Caracterizagdo e Ensaio de estabilidade para o
Dietilditiocarbamato de Sddio Trihidratado (DETC).

3.2.1 Solugdo padréo de DETC

A solucdo estoque padrdo foi obtida pesando exatamente 0,01 g
de DETC trihidratado, que foi transferido para um béquer de 500 mL
adicionados 200 mL de agua DDI. A concentracéo final de DETC foi de
50 ug.mL™ . Diluicdes apropriadas da solucdo estoque padrdo foram
efetuadas com agua DDI para execugdo do estudo de estabilidade e para
a curva de calibracéo.

3.2.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um procedimento apresentar
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, na
amostra em um determinado intervalo de valores. Para o estudo da
linearidade foram obtidas 3 curvas idénticas, construidas em dias
diferentes. Para cada curva, uma solucdo padrdo de 50 pg.mL™ de
DETC em &gua DDI foi preparada, onde a mesma foi diluida em 7
solucdes de concentracdes diferente, variando de 0,5 até 18 ug.mL™.
Cada concentracdo foi medida sete vezes, considerando-se a média
desses pontos. A analise foi realizada utilizando espectrofotometria UV
com leituras realizadas em 281 nm. A linearidade foi determinada por
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meio de regressdo linear e a qualidade do ajuste do modelo foi
verificada por analise de varidncia (ANOVA).

3.2.3 Estudo do DETC em relacéo a sua estabilidade térmica e a
diferentes pHs.

Para avaliagdo da estabilidade do DETC em diferentes
temperaturas e pH, uma solugdo aquosa de DETC (5 pg/mL) foi
utilizada em todos os experimentos. Solugdes de HCI 0,5 M e NaOH
0,01 M foram utilizadas para ajuste do pH que variou na faixa de 1,5 a
12. Para os ensaios de estabilidade a temperatura, avaliado na faixa entre
25 °C a 90 °C, foi utilizado solugdo de 6.25 pg.mL™ de DETC. A
estabilidade do DETC foi avaliada por Uv-Vis (U-1900, Hitachi) na
faixa de absorbancia de 200 a 400 nm.

3.3 Caracterizacao das Nanoparticulas lipidicas sélidas

3.3.1 Diametro Médio (Dp) e indice de Polidisperséo (PDI)

O didmetro médio (em intensidade) e indice de polidispersao das
nanoparticulas, que fornece informagdes acerca da largura da
distribuicdo dos tamanhos de particula, foram determinados através da
técnica de Espectroscopia de Correlagdo de Fotons ou Espalhamento
Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS) utilizando o
equipamento Zetasizer Nano ZS ZEN3600 (angulo do feixe incidente de
173° e comprimento de onda do laser de 633nm), da Malvern
Instruments, alocado no Laboratério de Controle de Processos (LCP) da
UFSC. As leituras foram feitas a 20°C a partir de uma aliquota das
miniemulsdes sem prévia diluicdo.

3.3.2  Eficiéncia de encapsulacao

A carga de farmaco na formulacdo das nanoparticulas de lipidicas
solidas foi determinada por centrifugacao utilizando um filtro de Limite
de Peso Molecular Nominal (Amicon® Ultra, Millipore) de 100 kDa. A
analise foi realizada adicionando 500 pL de dispersdo de NLS ao
Amicon® Ultra e centrifugando-o a 13400 rpm durante 30 min. As NLS
carregadas com farmaco foram retidas pelo filtro e a 4gua e o farmaco
livre foram permeados. Uma aliquota da amostra permeada foi
adequadamente diluida em agua e depois o DETC livre foi quantificado
por espectroscopia UV-Vis a 281 nm utilizando um espectrofotdmetro
Hitachi (U-1900) alocado no Laboratério de Controle de Processos
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(LCP) da UFSC . A concentracdo de farmaco livre foi calculada
utilizando uma curva de calibracdo seguindo a Equacdo 1 e a eficiéncia
de encapsulagdo (EE%) foi determinada utilizando a Equacéo 2.

Abs = (0,0535 x Cdetc) + 0,0331 (1)

Onde, Abs ¢ a absorbancia e Cdetc é a concentracdo de farmaco
(ug.mL-1). Seguindo um coeficiente de correlacdo de R? = 0,99.

EE% = (Cinicial - Clivre) Cinicial / x 100 (2)

Onde Clivre ¢ a quantidade (ug) de farmaco ndo encapsulado
disperso em agua determinada pela Equacéo 1 e Cinicial é a quantidade
total (ug) de farmaco adicionado a emulsdo inicial.

3.3.3  Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier - FTIR

Os espectros de absorcdo de amostras de NLS liofilizadas foram
determinados utilizando um espectrofotdmetro Shimadzu (IRPrestige-
21) pelo método convencional de pastilha de KBr. As amostras foram
trituradas e comprimidas com KBr anidro para formar granulos. A gama
de varrimento era de 400-4000 cm™ e a resolugdo era de 4 cm™. As
analises foram realizadas na Central de Analises do Departamento de
Engenharia Quimica da UFSC.

3.3.4 Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

As amostras de NLS liofilizadas foram analisadas utilizando uma
DSC 4000 Perkin Elmer, sob atmosfera inerte (N2, 20 mL.min™), desde
-10 a 85 ° C, a uma taxa de aguecimento de 10 ° C.min™". A histéria
térmica foi removida antes das analises a uma taxa de aquecimento de
20 ° C.min™ e taxa de arrefecimento de 20 ° C.min™. As temperaturas de
fusdo foram assim obtidas a partir da segunda corrida de aquecimento
para investigar a influéncia do farmaco e Crodamol GTCC no
comportamento térmico do NLS. As andlises foram realizadas na
Central de Anélises do Departamento de Engenharia Quimica da UFSC.

3.35 Ensaio de Fluorescéncia

Um corante hidrofilico e fluorescente foi encapsulado e
investigado por microscopia de fluorescéncia usando um microscopio



49

Olympus BX41 com filtro vermelho (U-MGW2) e uma camera CCD.
As amostras foram lavadas utilizando dispositivos de filtro centrifugo
Amicon Ultra-0,5 (Millipore, 100 kDa), pingando sobre o vidro e
observado com lente objetiva 100x utilizando o filtro vermelho para
corante SR-101 ( Abs entre 580 e 600 nm) . As analises foram realizadas
no LAMEB ( Laboratério Multiusuario em Andlises Bioldgicas), do
Departamento de Biologia da UFSC.

3.3.6  Andlise termogravimétrica

A analise temogravimétrica é definida como um processo
continuo que envolve a medida de variagdo de massa de uma amostra
em funcdo da temperatura (varredura de temperatura), ou do tempo a
uma temperatura constante (modo isotérmico). Neste tipo de analise
uma balanga ultrasensivel ¢é utilizada para seguir as mudancas de peso
de uma amostra em funcdo da temperatura. Tais mudancas de peso
podem estar relacionadas com uma série de transformacdes da amostra
como fenbmenos de decomposicdo, desidratacdo, oxidagdo etc
(CARVALHO, 2009). As curvas termogravimétricas para o DETC (50
pg) foram obtidas através de um analisador termogravimétrico
Shimadzu TGA-50 com um programa de temperatura de 25-150 °C, taxa
de aquecimento de 10 °C min-1 e vazao de 50 mL min-1, sob atmosfera
de nitrogénio. As analises foram realizadas no LCP (Laboratério de
Controle de Processos) no Departamento de Engenharia Quimica da
UFSC.

3.4 Morfologia

3.4.1 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (TEM)

A caracterizagdo morfologica das particulas foi realizada por
microscopia eletrdnica de transmissdo utilizando um JEM-1011 TEM
(100 kV). Amostras de NLS foram diluidas em agua destilada até 0,1%
de solidos; em sequéncia, colocou-se uma gota de cada amostra numa
grelha revestida com carbono e secou-se sob condigdes de ambiente
durante a noite. As andlises foram realizadas no laboratério LCME
(Laboratério Central de Microscopia Eletronica) da UFSC.






4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de
farmaco associada aos sistemas nanoestruturados, dentre 0s quais se
destacam as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, o pH do meio,
as caracteristicas da superficie da particula ou a natureza do lipideo, a
guantidade de farmaco adicionada a formulagcéo, a ordem de adi¢do do
farmaco e o tipo de tensoativo adsorvido a superficie lipidica (PERES,
2012a; SCHAFFAZICK et al., 2003).

4.1 Caracterizacdo e Avaliacio da estabilidade do DETC
4.1.1 Linearidade

O teste de linearidade para quantificacdo do DETC (Figura 5)
considerou a média de trés curvas auténticas (Tabela 2) com 10 niveis
de concentracdes. A curva padrdo resultante apresentou coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,99, indicando elevado indice de
proporclionalidade entre concentracdo e absorbancia na faixa de 0,5 a 18
pg.mL™.

Tabela 2- Curva de calibragdo para o DETC em 4gua DDI.

AMOSTRA [C] (ng) ABS (281 nm) pH
s1 05 0,022 + 0,001 7
S2 1 0.039 + 0,002 7
S3 2 0,076 + 0,004 7
sS4 4 0,198 + 0,002 7
S5 6 0,281 + 0,002 7
S6 8 0,369 + 0,015 7
S7 10 0,492 + 0,003 7
S8 12 0,606 + 0,029 7
S9 16 0,828 + 0,003 7

S10 18 0,942 + 0,016 7
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Figura 4- Curva padréo para quantificagdo do DETC em &gua DDI.
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4.1.2 Resultados para os ensaios de estabilidade realizados com o
DETC.

Apo0s a preparacdo da curva de calibragdo do DETC, o préximo
passo foi realizar os ensaios de estabilidade do farmaco com relagéo ao
pH e temperatura afim de identificar possiveis modificacbes na
molécula decorrente do processo de encapsulacdo ou da sensibilidade da
mesma diante de mudancas do meio reacional como temperatura e pH.

Tabela 3- Resultados do ensaio de estabilidade em diferentes pH para 0 DETC
em solucgdo aquosa.

Absorbancia (nm)

Te(rr?)po pH 1.5 pH 5.5 pH 7.0 pH 10.5 1'“;_'0
0  0.069:0,001 0.478+0,003 0.421+0,005 0.399+0,001 0.3320,001
24 0.072£0,002 0.299+0,001 0.420+0,005 0.397+0,001 0.3270,003
48 0.069£0,006 0.194+0,007 0.402+0,001 0.394+0,001 0.309+0,005
72 0.059+0,002 0.123+0,001 0.408+0,005 0.386:0,003 0.324£0,003
96 0.056+0,004 0.100£0,001 0.400+0,002 0.380+0,005 0.3260,005

A partir da Tabela 1, observou-se a alteragdo da absorbancia com
a variagdo do pH, principalmente em valores de pH abaixo de 7.0 no
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qual foi observado a deslocamento do pico de absorbancia maxima de
281 nm para 264 nm (Figura 6) indicando uma possivel modifica¢do
(proposta de equacdo para a modificacdo sera mostrada abaixo) da
molécula do DETC. Os resultados observados neste estudo estdo de
acordo com estudos relatados na literatura onde foi reportado que o
DETC apresenta maior estabilidade em pH acima de 7.0, relatando
rapido ataque do préton H* no nitrogénio do ditiocarbamato, seguida
pela dissociacdo do zwitterion (ion dipolar) em dietilamina e dissulfeto
de carbono (DALE; FISHBEIN, 1970; PAUL B; CHAPMAN; M. C.
PROBINE, 1959).

Figura 5- Caracteristicas do pico de absor¢do do DETC em (a) pH é&cido
(abaixo de 6) e (b) pH basico (acima de 7.4)

—>» 264nm : " — 281nm

a) | azb)

Fonte: Autor.

Ainda em estudos reportados na literatura é possivel observar a
reacdo proposta para decomposicdo do DETC em meio acido (DALE;
FISHBEIN, 1970; PAUL B; CHAPMAN; M. C. PROBINE, 1959).

(C,Hg),NCSS- + H" = (C,Hg),NH + CS,

A partir da equacdo quimica acima é possivel observar o rapido
ataque do préton H* no nitrogénio do ditiocarbamato, seguida pela
dissociacdo do zwitterion (ion dipolar) em dietilamina e dissulfeto de
carbono. O estudo publicado por Chapman e colaboradores (1959)
demonstrou a estabilidade do DETC em termos do tempo necessario
para sua meia decomposic¢do (t%2), indicando que a estabilidade aumenta
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com 0 aumento unitario de pH, sugerindo que a decomposicdo é uma
funcao simples da concentragio de H".

Assim, para as proximas etapas deste trabalho, o pH foi mantido
em 7,0, a fim de assegurar a estabilidade da molécula em relagéo ao pH
e avaliar a influéncia da temperatura. A partir da definicdo do melhor
pH, foi avaliada a influéncia da temperatura na estabilidade do DETC
em solucdo aquosa conforme resultados apresentados na Tabela 2.
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Como pode ser observado na tabela acima, o DETC apresentou
uma grande instabilidade com o aumento da temperatura através da
reducdo dos valores de absorbancia para valores maiores de 60°C. O
mesmo pode ser observado quando analise termogravimétrica do mesmo
foi realizada:

Figura 6 — Andlise termogravimétrica para 0 DETC na variagdo de temperatura
de 254 150 °C:

TG /b DSC /(mW/mg)
| exo

100 ———

——_ 1.0

95 1

90 4

854

B804

40 60 80 100 120 140
Temperature /°C

Mein 2060412 1D Uper: STA

Fonte: Autor

Observa-se pela medida termogravimétrica do farmaco que o
mesmo em seu estado puro é termicamente instavel em temperaturas
acima de 60°C, sendo possivel observar perda de massa a partir deste
ponto, comprovando também o resultado para o estado de estabilidade
do mesmo em solucédo aquosa.

Neste contexto, a encapsulacdo do DETC em NLS se mostra
como uma alternativa promissora para a protecdo do mesmo. As NLS
tendem a proteger compostos sensiveis de possiveis degradagdes do
meio como: temperaturas elevadas (acima de 40 °C), oxidagdo, variagdo
de pH e sensibilidade a luz ultravioleta (KULKAMP; GUTERRES;
POHLMANN, 2009; PIMENTEL et al, 2007), levando em
consideracdo que a temperatura ¢ um dos fatores mais importante
envolvido na degradacdo de farmacos, devido ao aumento da
degradagdo quimica das moléculas (SANTOS; MIRCO, 2015).
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Apo0s a caracterizagdo do DETC e os ensaios de estabilidade, o
préximo passo foi a encapsulacdo do farmaco.

Em um primeiro momento neste trabalho, outros dois de lipideos
foram avaliados na encapsula¢do do DETC (acido estearico e a cera de
carnauba). Os resultados estdo apresentados nas tabelas 5.1 e 5.2;
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Nos testes preliminares apresentados acima, foi possivel observar
a baixa estabilidade do DETC quando em matriz lipidica formada por
acido estearico. Essa baixa estabilidade esta relacionada com a faixa de
pH do &cido estearico (3,0 e 4,0), ocasionado assim a degradacdo do
DETC ainda no inicio do processo de encapsulacdo ndo sendo possivel
medir eficiéncia de encapsulagcdo das nanoparticulas lipidicas sélidas,
sendo observada mudanca no pico duplo caracteristico do DETC em 281
nm, apresentando um Unico pico em 264 nm como na figura 6.

Em um segundo momento, foi possivel encapsular o DETC
utilizando cera de carnatba como fase lipidica, porém, por se tratar de
uma cera com um alto ponto de fusdo (85 °C), o processo foi realizado
em alta temperatura (100 °C), e os resultados obtidos ndo foram
satisfatérios. Como observado na Figura 6 e Tabela 4, o DETC
apresentou-se bastante sensivel com o aumento da temperatura,
principalmente acima de 65 °C, sendo ainda sim possivel medir
eficiéncia de encapsulacdo, porem com resultados muito baixos.

Assim, cabe aqui mencionar, que a partir dos resultados
apresentados, a escolha da matriz lipidica passa a ter carater
fundamental uma vez que a matriz lipidica pode ter carater acido ou
basico, como o 4cido estearico ou ainda temperaturas de fusdo elevadas
como a cera de carnalba, implicando diretamente na variagdo da
estabilidade do DETC durante processo de sintese das NLS.

4.2 Obtencao e caracterizacao das Nanoparticulas lipidicas sélida.

Apos avaliacdo das melhores condi¢des de pH (7.0) e verificacdo
da influéncia da temperatura na estabilidade do DETC, o segundo passo
deste trabalho foi a encapsulacdo do DETC em NLS. A escolha e a
concentracdo do surfactante desempenha um importante papel na
estabilizacdo das gotas e das particulas solidas obtidas bem como
influencia no tamanho e na estabilidade das mesmas
(KHERADMANDNIA et al., 2010; PERES, 2013). Alguns autores
relataram que a combinacdo de surfactantes hidrofilicos e lipofilicos na
técnica de emulsdo dupla pode melhorar a eficiéncia de encapsulagéo de
drogas hidrofilicas como a combinacdo de um surfactante com baixo
HBL, lecitina de soja, usado para estabilizar a primeira emulsdo
(4gual/6leo) E um surfactante com alto HBL, Tween 80, para estabilizar
a segunda emulsdo (4gua/6leo) (KHOEE; YAGHOOBIAN, 2009; PAL,
2007). Sistemas nanoestruturados lipidicos preparados com uma
combinagdo de surfactantes tendem a resultar em miniemulsfes com
menor tamanho médio de particula e a apresentar maior estabilidade
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durante o periodo de estocagem do que aqueles preparados com um
Gnico surfactante (KHERADMANDNIA et al., 2010; MADER;
MEHNERT; MADER, 2001; PERES, 2013; SCHWARZ et al., 1994).

A principal funcdo do agente estabilizante é reduzir a tensdo
interfacial entre o meio disperso e continuo, sendo que o aumento da
concentracdo de surfactante tende a refletir no tamanho de particula
(KHERADMANDNIA et al, 2010; MEHNERT; MADER, 2012;
PERES, 2013). A partir dos resultados de didmetro médio das particulas
e indice de polidispersdo obtidos neste trabalho, observou-se uma
variacdo do diametro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas
em funcdo da variagdo da relagdo surfactante/fase lipidica e presencga do
Crodamol GTCC como observado na Tabela 3.
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Assim, a partir dos resultados, para a concentracdo de surfactante,
observou-se que quando a relacdo surfactante de lecitina de soja / Tween
80 mudou de 0,009 / 0,09 para 0,045 / 0,09, ndo houve uma grande
mudanca com relacdo ao tamanho de particula (NLS 3 e NLS 6 por
exemplo), porém houve mudanca na distribuicdo de particulas que
passaram de um comportamento bimodal para monomodal. Essas
mudancas podem estar associada a maxima concentracdo de surfactante
no sistema, visto que existe uma concentracdo de surfactante Otima
suficiente para recobrir e estabilizar toda a area interfacial entre
agua/lipidio, acima da qual o surfactante encontra-se em excesso e passa
a se acumular na forma de micelas ou outras estruturas como
lipossomas, ndo exercendo mais qualquer efeito estabilizante ou protetor
(KHERADMANDNIA et al, 2010; MUHLEN; SCHWARZ;
MEHNERT, 1998; PERES, 2013).

Analogo a este resultado, Khoee ( 2009) e colaboradores
encapsularam a pnisilina-G em nanoparticulas de adipato de polibutilo
(PBA). As mesmas foram preparadas por um método de precipitacédo
modificada como um polimero biocompativel e biodegradavel. A
degradacdo deste polimero ocorre através da clivagem da ligagdo éster
hidrolitica, levando a uma diminuicdo no seu peso molecular. O
aprisionamento da penicilina-G foi fortemente dependente da
hidrofilicidade do polimero. O trabalho desenvolveu o método de
emulsdo multipla (dupla/emulsdo) para preparar nanocapsulas de
penicilina-G na PBA. As emulsdes duplas foram preparadas em um
processo de emulsdo em dois passos usando dois surfactantes: um
hidrofobico (Span) projetado para estabilizar a interface de emulsdo
interna sem energia e uma hidrofilica (Tween) para a interface externa
dos glébulos de 6leo para w/o/w. Relataram que ao aumentar as
concentracGes de Span 20 e Span 60 de 1,4 a 7% em peso a 8% em peso
de Tween o tamanho de particula reduz de 638 nm a 416 nm e de 356
nm a 240 nm, respectivamente. Pode-se observar que o tamanho das
particulas depende do equilibrio entre o tipo e a concentracdo do
surfactante interno. Considerou-se que a maior concentracédo de Span 60
a uma concentracdo constante de Tween 60 resulta em um grupo
hidrofdbico superior e consequentemente a formacao de nanoparticulas
menores (KHOEE; YAGHOOBIAN, 2009).

A organizacdo tridimensional que a matriz lipidica adquire
durante a solidificacdo depende da velocidade de resfriamento e da
composicdo da fase organica (lipidica), sendo que transformactes
polimorficas podem ser observadas durante o armazenamento, 0 que
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pode resultar na liberacdo do farmaco (PERES, 2012b; SOUTO et al.,
2011b). O processo de preparacdo de NLS inicia-se com a fusdo do
lipidio, seguida do resfriamento. Ao iniciar o processo de solidificacéo,
a viscosidade do lipidio fundido aumenta progressivamente, dando
origem a cristais lipidicos com diferentes graus de organizacao
tridimensional, ou seja, diferentes formas polimorficas, processo
conhecido por recristalizacdo do lipideo (SOUTO et al., 2011b).

Assim, a adicdo de crodamol possibilita a reducéo da viscosidade
da fase organica, resultando, consequentemente, em um processo de
emulsificacdo mais eficiente, particulas menores e mais estaveis devido
a uma reducdo da resisténcia as forcas de cisalhamento aplicadas
durante o processo de sonicacdo (PERES, 2012b), bem como na reducéo
da cristalinidade da matriz lipidica aumentando assim a eficiéncia de
encapsulacao.

Resultados semelhantes aos reportados neste trabalho foram
relatados por Chantaburanan (2017) e colaboradores, onde o farmaco
ibuprofeno foi encapsulado em nanoparticulas lipidicas sélidas de
Palmitato de cetilo combinado com Sofitsan 378 (triglicerideo
complexo). A adicdo de Softisan ndo somente levou a diminuicdo dos
tamanhos de particulas, mas a reducdo da entalpia de fusdo das
nanoparticulas indicando uma diminuicdo da cristalinidade da matriz
lipidica bindria (CHANTABURANAN et al., 2017).

A morfologia das NLS obtidas foi analisada por TEM (Figura
7b). Os resultados mostraram nanoparticulas relativamente esféricas
com um tamanho de particula semelhantes aos reportados anteriormente
obtidos por dispersdo dindmica da luz (Figura 7a). Todas as analises
foram realizadas utilizando a formulagdo NLS 7.

A incorporacdo de marcadores fluorescentes as nanoparticulas
lipidicas foi utilizada para verificar se a adaptacdo proposta para
producdo de nanoparticulas lipidicas na auséncia de solventes organicos
via fusdo/dupla emulsificacdo € apropriada para encapsulacdo de
compostos hidrofilicos (BECKER PERES et al., 2016). Ainda que seja
uma andlise qualitativa, a determinacdo da encapsulacdo via
microscopia de fluorescéncia € um método simples e réapido. O
composto Sulforadamina 101 (SR-101) é um corante vermelho,
hidrofilico e fluorescente. Por este motivo, foi utilizado no lugar do
farmaco para possibilitar a andlise por microscopia de fluorescéncia e
acompanhar o aprisionamento na matriz lipidica.
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Figura 7- Distribuicdo do tamanho das noparticulas lipidicas sélidas: (a),
imagens de TEM para as NLS obtidas pela mistura de cera de abelha e
crodamol (50/50) e 3% de DETC (NLS 7) com relagdo a fase orgénica (b) e
microscopia de fluorescéncia da sulforadamina 101 hidrofilica em
nanoparticulas lipidicas s6lidas com aumento de 100X (c).
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Como pode ser observado pela Figura 8c acima, 0 mesmo acende-
se no filtro vermelho. Mostrando assim que houve a encapsulacdo do
corante confirmando também que a técnica é eficiente para encapsular o
farmaco também hidrofilico.

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia sugerem
gue nanoparticulas lipidicas solidas preparadas através da técnica de
fusdo/dupla emulsicacdo apresentam potencial aplicagdo para a
encapsulacdo de compostos hidrofilicos

Na figura 9 estdo representados os espectros de FTIR para
Crodamol, dietilditiocarbamato de Sodio trihifratado (DETC), cera de
abelha, NLS sem DETC e NLS carregadas com DETC. No espectro 1a,
sdo observados 0s picos caracteristicos para o Crodamol GTCC, em
1739 cm™ referentes ao estiramento C=0, 1156 cm™ e 1103 cm
referente ao estiramento C-O-C e na regido de 2938 e 2850 cm™ em
relacdo as bandas dos grupos CH; presentes na molécula (YE et al.,
2016).
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Figura 8 - Espectros de FTIR de Crodamol GTCC (a), DETC (b), cera de
abelha pura (c), e NLS sem farmaco (d) e nanoparticulas obtidas nas condicdes
do experimento 7 (e).
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As bandas de intensidade média ou forte na regido entre 900 a
1000 cm™ sdo atribuidas aos estiramentos de ligacdes simples entre
carbono e enxofre (C-S) e as bandas na regido de 1000 cm™ sugerem a
presenca de ligagGes duplas entre estes dois elementos (C=S), tipicas em
estruturas em que o ligante coordena ao centro metélico de forma
monodentada. As bandas correspondentes aos estiramentos carbono-
nitrogénio podem aparecer em duas regifes distintas, sendo que, bandas
largas de média ou baixa intensidade em 1252 a 1356 cm™ sdo
atribuidas as ligacbes simples entre estes elementos (C-N)
(CARVALHO, 2009). Na Figura 1b é apresentado o espectro de FTIR
do DETC caracterizado pelos picos em 837, 909, 985 cm™ referente as
ligacBes C-S, em 1205 cm™ relacionadas a ligacdo C-N e a banda
localizada em 3350 cm™ referente as hidroxilas da 4gua. No espectro da
cera de abelha (Figura 9c), é possivel visualizar picos em 2922 e 2848
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cm® e picos localizados em 1467 cm™ relativo as vibrages
hidrocarbonicas indicando a presenga de &cidos graxos (LUO et al.,
2012). Também é possivel visualizar picos localizados em 1174 cm™ e
728 cm™, atribuidas as ligagdes C-O referente ao grupo éster. Para o
espectro das NLS sem adicdo de farmaco (Figura 9d e 9c), foram
observados 0s mesmos picos de intensidade observados para o espectro
da cera de abelha pura, com exce¢do de um pico na regido de 1103 cm™,
atribuido a presenga do Crodamol na formulagdo. Em relacdo ao
espectro da NLS com adicdo de farmaco (Figura 2e) foi observado a
presenca dos picos na regido de 909 e 837 cm™, referente ao espectro do
DETC relacionados a ligagdo C-S, indicando a incorporacéo do fA&rmaco
na NLS de cera de abelha e Crodamol.

4.3 Estudo Térmico e Cristalinidade das nanoparticulas lipidicas
solidas

Os resultados da analise da estabilidade térmica para avaliacdo da
temperatura de fusdo e entalpia das amostras contendo ou ndo farmaco
sdo apresentadas na Figura 10 e Tabela 7. Ambos os picos de fuséo
observados apresentaram comportamento de fusdo homogéneo para
ambas amostras analisadas, NLS branco e SNL 7, indicando que néo
houve alteragdo térmica para a amostra carregada com farmaco quando
comparada com a amostra branco (sem presenca de DETC). Resultados
similares aos observados neste estudo foram reportados por Meyagusku
(2014), para a encapsulacdo de ciprofloxacino, um farmaco muito
utilizado para tratar infeccGes oculares, encapsulado em nanoparticulas
lipidicas de monoestearato de glicerila (MEG) e de triestearina (TRI),
sendo os valores de entalpia das formulages na auséncia e na presenga
de CIPRO bastante proximos.

Tabela 8- Resultados calorimétricos de varrimento diferencial da temperatura
de picos de fusdo (Tm) e entalpias (AHm) para nanoparticulas lipidicas so6lidas
sem a presenca de DETC e para nanoparticulas sélidas carregadas e nao
carregadas com DETC.

Amostra Tm(°C) AH,, (J.97)

NLS sem DETC 52,7 66,45
NLS 7 53,5 69,04
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Figura 9- Termograma de calorimetria diferencial de varredura para
nanoparticulas lipidicas s6lidas sem a presenga de DETC (a) e para
nanoparticulas sélidas carregadas com DETC obtidas nas condigdes do
experimento 7 (Tabela 1) (b).
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4.4 Eficiéncia de Encapsulagéo

A combinacéo de lipideos sélidos e lipideos liquidos sdo um novo
tipo de nanoparticulas lipidicas, que aumentam a capacidade de carga do
farmaco, aumento da eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade e
propriedades de liberacdo (HU et al., 2006; PERES et al., 2012).
Segundo Khoee e Yaghoobian (2009) e Pal (2007), a combinagdo de
surfactantes hidrofilicos e lipofilicos na obtencdo de nanoparticulas por
dupla emulsificacdo é importante na estabilizacdo das nanoparticulas e
aumento da eficiéncia de encapsulacéo de compostos hidrofilicos.

Foi avaliada a eficiéncia de encapsulagdio do DETC em
nanoparticulas de Cera de Abelha e Crodamol GTCC obtidas pela
técnica de dupla emulsdo em um sistema livre de solventes. A influéncia
da proporcao de DETC também foi avaliada, bem como a quantidade de
surfactante utilizada. A Tabela 8 apresenta os valores da eficiéncia de
encapsulacdo (EE%) para todas as formulagGes estudadas neste trabalho.
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Tabela 9 - Eficiéncia de encapsulacdo do DETC nas nanoparticulas lipidicas
solidas

Concentracao
v DOETaC Lecitina/Tween  Crodamol EE%"
(woe) 80 (wiw)” ©)
NLS 1 6 0,009/0,09 0 15+3,70
NLS 2 6 0,009/0,09 0,23 210,71
NLS 3 6 0,009/0,09 0,45 35%0,59
NLS 6 6 0,045/0,09 0,45 51+0,65
NLS 7 3 0,045/0,09 0,45 68+1,03
NLS 8 2 0,045/0,09 0,45 79+2,50

%9 DETC em relagio a fase organica total.
® concentracéo dos surfactantes em relacéo a fase organica total.
¢ Eficiéncia de encapsulacéo.

Como pode ser observado a partir dos resultados, a adi¢do de
crodamol e o aumento da concentracdo lecitina na formulagdo aumentou
a eficiéncia de encapsulagdo, resultado relacionado a capacidade do
Crodamol de aumentar as imperfeicdes na rede cristalina lipidica, na
gual o farmaco é carregado (HU et al., 2006).

A eficiéncia de encapsulacio também foi avaliada em relagdo a
variacdo da concentracdo de DETC, sendo possivel verificar que a
E.E.% aumenta com a reducdo da concentracdo de DETC nas
formulagdes, provavelmente devido & saturacdo da fase lipidica com o
farmaco (DOKTOROVOVA et al., 2016; HU et al., 2006). Analogo aos
resultados observados neste trabalho, Meneses (2016) reportou o
encapsulamento de 6leo de cravo em nanoparticulas lipidicas de acido
estearico, onde a eficiéncia de encapsulacdo se mostrou maior com a
adicdo de crodamol, bem como quando a concentracdo de 6leo de cravo
adicionada foi menor.

Khoee (2009) obteve resultados similares aos encontrados neste
trabalho, mostrando que as eficiéncias de encapsulacdo da penicilina-G
aumentaram com 0 aumento nos contetdos de Span e Tween. Esses
resultados mostram que, ao fornecer uma condi¢do hidrofilica, criada
pela introducdo do Span 60 como surfactante interno, pode melhorar a
residéncia da penicilina-G na fase interna. Isto é provavel através da
influéncia de grupos polares da molécula de surfactante (grupos
hidroxilo) na interface 4gua-6leo em grupos funcionais de penicilina-G.
Na verdade, os mesmos parametros, que podem diminuir o tamanho
médio, também podem aumentar a eficiéncia de encapsulamento
(KHOEE; YAGHOOBIAN, 2009). O mesmo foi possivel observar para
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0 DETC, o aumento da concentracdo de lecitina e a adicdo de crodamol
ajudaram na retencdo do farmaco na fase interna, sendo possivel obter
uma boa eficiéncia de encapsulacéo.

4.5 Estudos de estabilidade das nanoparticulas lipidicas sélidas

Os estudos de estabilidade foram realizados apés 15 e 30 dias de
armazenamento sob refrigeracdo e os resultados sdo apresentados na
Tabela 9. Vale ressaltar que as formulagcdes com Crodamol (SLN 5, 6, 7
e 8) aumentaram a eficiéncia de encapsulamento e diminuiram a
liberacdo do farmaco. O efeito observado pode ser explicado devido ao
fato de o Crodamol ser capaz de promover um melhor aprisionamento
da droga durante o armazenamento, uma vez que ajuda na formagéo da
rede e no carregamento do DETC nas imperfei¢cfes da matriz lipidica
das nanoparticulas, reduzindo as chances de expulsdo da droga da fase
lipidica. Conforme relatado anteriormente (SOUTO et al., 2004), se
guando um lipideo com elevado grau de cristalinidade, como é o caso da
cera de abelha, possui a sua cristalinidade transformada devido a
modifica¢Ges de elevada energia no processo de encapsulagéo e durante
0 armazenamento tem a tendéncia para se tornar um cristal perfeito e por
com consequéncia iniciar precocemente o processo de liberagdo do
farmaco. E relatado na literatura que as nanoparticulas de lipideos
solidos com uma mistura de surfactantes geralmente tém menor
tamanho de particula, distribuicdo de tamanho estreito e maior
estabilidade em comparagdo com aqueles preparados com apenas um
surfactante (BECKER PERES et al., 2016).
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E importante notar que as formulagdes (Tabela 6) com Crodamol
CTCG (NLS 5, 6, 7 e 8), bem como a formulagdo com maior
concentragcdo de surfactante (NLS 5, 6, 7 e 8), permitiu manter a
estabilidade das nanoparticulas durante 30 dias de armazenamento a 4 °
C quando comparada a NLS 4 (sem Crodamol), onde a menor
estabilidade foi observada aumentando o tamanho de particula de 204
nm a 349 nm apds 30 dias e separacdo de fases. Assim, neste trabalho, a
combinagdo de Lecitina / Tween 80 como agentes tensoativos e a
mistura de cera de abelha / Crodamol CTCG como lipideos foi possivel
manter a estabilidade do NLS carregado com DETC durante 30 dias de
armazenamento a4 ° C.

A adicdo de Crodamol CTCG, na gama estudada neste trabalho,
permitiu a reducdo da viscosidade na fase orgénica, resultando em um
processo de emulsdo mais eficiente com particulas sélidas lipidicas
pequenas, menores que 200 nm e estdveis devido a reducdo na
cristalinidade da matriz lipidica aumentando a eficiéncia de
encapsulacdo (CHANTABURANAN et al., 2017), bem como aumentou
a retencdo do farmaco na matriz lipidica e também protegeu 0 mesmo de
possiveis degradacdes do meio pelo aumento de temperatura durante a
preparacdo das nanoparticulas lipidicas solidas.






5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram sintetizadas e caracterizadas nanoparticulas
lipidicas solidas carregadas com o dietilditiocarbamato de sodio
trihidratado por fusdo/dupla emulsificacdo. O processo foi realizado na
auséncia de solventes organicos, utilizando cera de abelha e Crodamol
GTCC como matriz lipidica.

Os resultados obtidos até o momento mostram que € possivel
obter nanoparticulas lipidicas solidas da combinacéo de cera de abelha e
crodamol com potencial aplicabilidade para encapsulagdo de farmacos
hidrofilicos utilizando a técnica de fusdo/dupla emulsificacdo na
auséncia de solventes organicos. O estudo permitiu verificar que é
possivel obter dispersdes estaveis de nanoparticulas com diametro
médio entre 189 e 290 nm atraves do ajuste das formulagdes e condigdes
experimentais. O par Lecitina de soja e Tween 80 se mostraram
eficientes na estabilizacdo das dispersGes, resultando em particulas
menores e distribuigdes de tamanho mais estreita, principalmente
guando a concentragdo de Lecitina aumento de 0,009 g na formulacéo
para 0,045g. O uso de lecitina como surfactante lipofilico contribuiu
para obtencdo de particulas com dispersdes mais estaveis, com pouca
variagdo do tamanho de particula observada ao longo de 30 dias.

A utilizagdo de uma mistura de cera de abelha e resultou em
particulas menores devido a diminuicdo da viscosidade da fase organica
e mostrou que é a substituicdo de parte do lipideo sélido por um lipidio
liquido é viavel, mostrando também que a mistura de lipideos sélidos e
liquidos ajudam na retencdo do farmaco, sendo possivel obter bons
resultados com relagéo a eficiéncia de encapsulagéo.

Os melhores resultados em termos de estabilidade para o farmaco
foram encontrados para pH 7,0 e temperatura abaixo de 60 °C. Ainda,
elevadas eficiéncias de encapsulacdo (79%) foram obtidas para as
menores concentragdes de DETC (2%) devido & saturacdo da fase
lipidica com o farmaco. Com o ensaio de fluorescéncia utilizando
corante hidrofilico (Sulforadamina 101) foi possivel confirmar, a
encapsula¢do do DETC nas nanoparticulas.

Neste contexto, os resultados se mostraram promissores para a
producdo de nanocarreadores utilizando a cera de abelha como matriz
lipidica na encapsulacdo de farmacos hidrofilicos, que hoje ainda é um
grande desafio para a ciéncia.
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