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RESUMO

A Luteolina é um flavonoide que vem apresentando diversas atividades bioldgicas,
porém sua baixa solubilidade em agua afeta a biodistribuicdo do farmaco no
organismo. Neste trabalho, uma nanoemulsdo contendo luteolina e revestida com
quitosana foi obtida como meio de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco. O produto obtido apresentou didametro médio de 67,5 nm, indice de
polidispersédo 0,174 e carga superficial de 9,09 mV, além de apresentar estabilidade
cinética e de armazenamento por 90 dias. Os resultados indicam que o método de
cavitacdo por sonicador bem como os surfactantes empregados foram eficientes na
producdo de nanoemulsdo e exibem caracteristicas que justificam a continuidade dos
testes de caracterizacéo e analises in vitro do produto.

Palavras-chave: Cavitacdo, caracterizacdo de nanoemulsdes, revestimento com
quitosana.



ABSTRACT

Luteolin is a flavonoid that presents several biological activities, but its low water
solubility affects the biodistribution of the drug in the body. In this work, a nanoemulsion
containing luteolin and coated with chitosan was obtained as a means of improving the
physical and chemical characteristics of the drug. The nanoemulsion presented an
average diameter of 67.5 nm, a polydispersity index of 0.174 and a surface charge of
9.09 mV, in addition to having kinetic and storage stability for 90 days. The results
indicate that the cavitation method as well as the surfactants employed in the
formulation were efficient in the production of nanoemulsion and exhibit characteristics
that justify the continuation of the characterization tests and in vitro analyzes of the
product.

Keywords: Cavitation, characterization of nanoemulsions, chitosan coating.
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1 INTRODUCAO

A Luteolina (LUT) é um flavonoide encontrado em vegetais ao qual diversas
propriedades biologicas sdo atribuidas, tais como antioxidante, antitumoral, entre
outras (GANZERA; MURAUER, 2017). Contudo a baixa solubilidade em &agua
apresentada pela luteolina diminui sua disponibilidade e dificulta sua administracéo na
forma livre (HINDARTO et al.,, 2017). Desta forma o uso da nanotecnologia
farmacéutica para melhorar as caracteristicas farmacotécnicas da luteolina surge
como uma solucao viavel na aplicacdo da LUT frente a diversas doencas.

Entre as formas de nanoestruturas viaveis na entrega de luteolina ao organismo
estdo as nanoemulsdes. O uso de nanoemulsdes para encapsulamento de farmacos
hidrofébicos apresenta vantagens como biocompatibilidade, biodegradabilidade e
estabilidade, além do aumento na solubilidade e disponibilidade do farmaco, liberacao
controlada e diminuicéo dos efeitos colaterais associados a droga (SHEGOKAR et al.,
2017).

No desenvolvimento de nanoemulsdes, fatores como 6leo e surfactantes
empregados bem como o método de obtencdo sao definitivos nas propriedades do
sistema obtido (CHATTERJEE et al., 2019). As caracteristicas tamanho e
uniformidade das particulas, carga superficial e estabilidade influenciam diretamente
na eficiéncia bioativa da nanoemulséo. Particulas muito grandes ndo sédo absorvidas
pelo organismo na forma almejada, enquanto particulas muito pequenas sao
facilmente excretadas pelo organismo (KUMAR et al., 2008). A carga superficial das
nanoparticulas interfere na interagdo das mesmas com as membranas bioldgicas,
além de influenciar na agregacao das particulas e a estabilidade do sistema (ABDOU
et al., 2017).

Este trabalho teve como objetivo a formulacdo de nanoemulsdo contendo
luteolina e andlise das suas propriedades de tamanho, indice de polidisperséao,

estabilidade, visando seu potencial farmacoldgico na forma nanoestruturada.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar nanoemulsao contendo luteolina e revestidas com

quitosana e verificar suas caracteristicas fisico-quimicas e de estabilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter nanoemulsédo contendo luteolina;
o Revestir a nanoemulsdo obtida com quitosana,
o Caracterizar a nanoemulsdo quanto ao tamanho das particulas e indice de

polidisperséao;

o Determinar a carga superficial das particulas de nanoemulséao;
o Diferenciar as formulagbes de nanoemulsdo quanto as caracteristicas fisico-
guimicas;

° Verificar a estabilidade cinética e de armazenamento da nanoemulsao.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FLAVONOIDES E LUTEOLINA

Flavonoides, compostos fendlicos oriundos do metabolismo secundario de
plantas, sdo encontrados em frutas e vegetais (JAFARI, 2017a) e sédo reconhecidos
por inmeras atividades farmacolégicas (GANZERA; MURAUER, 2017). A estrutura
quimica dos flavonoides contém 15 carbonos, divididos em dois anéis aroméaticos
unidos por 3 carbonos, C6-C3-C6 (KUPPUSAMY et al., 2018) (Figura la). Os
flavonoides séo divididos em subclasses de acordo com os ligantes encontrados na
estrutura principal (DURGA; NATHIYA; DEVASENA, 2014), das quais suas atividades
bioativas sao dependentes (AMBIGAIPALAN, 2015). Entre as atividades descritas dos
mais de 600 flavonoides identificados na natureza estdo antioxidante, antitumoral,
anti-isquémica, anti-inflamatéria  (AMBIGAIPALAN, 2015), antidiabética,
neuroprotetora (CHAUDHARY, 2006; SPAGNUOLO; MOCCIA; RUSSO, 2017), entre
outras.

A luteolina (5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona) € um flavonoide da classe das flavonas
abundante em plantas como aipo, salsa, pimenta verde, cha de camomila
(SPAGNUOLO; MOCCIA; RUSSO, 2017), casca de frutas (BAKHTIARI et al., 2017),
cenoura, pimenta, orégano, alface, brotos de trigo sarraceno, nabo, pepino, 6leo de
oliva, menta, tomilho, alcaparras, alecrim e roma (NABAVI et al., 2015). Sua formula
€ composta pela estrutura C6-C3-C6 de flavonoide, adicionada de dupla ligacéo entre
os carbonos 2 e 3 e um grupo cetona no carbono 4, além de hidroxilas nos carbonos
5,7,3 e 4 (NASO et al., 2016), conforme mostra a Figura 1b.



Figura 1 - Estrutura molecular de flavonoide e da luteolina.

Flavonoide (a) Luteolina (b)

Fonte: Elaborada utilizando software ChemSketch®.

Estudos desenvolvidos com Luteolina vém demonstrando seu potencial
neuroprotetor (HARA et al., 2014; LI et al., 2015), antinociceptiva (HASHEMZAEI et
al., 2017), antioxidante (BUSTOS et al., 2018), antimicrobiana (TORMAKANGAS et
al., 2005), antiviral (PENG et al., 2017) e antitumoral. Na Tabela 1 estdo listados

estudos desenvolvidos com luteolina na sua forma livre.

Tabela 1 - Estudos encontrados na literatura demonstrando algumas atividades
biolégicas da luteolina na forma livre.

Atividade Referéncia

Dor neuropatica (HARA et al., 2014)

Antioxidante in vivo (BUSTOS et al., 2018)

Antimicrobiana in vitro (S. aureus; E. coli.)

Antitumoral in vitro (glioblastoma) (CHAKRABARTI; RAY,
2015; CHENG et al., 2013)

Antidiabética (WANG et al., 2011)

Antimicrobiana in vivo (Chlamydia pneumoniae) (TORMAKANGAS et al.,
2005)

Antitumoral in vivo (pulméao) (KASALA et al., 2016)

Antitumoral in vitro (mama) (SUI; XIE; XIE, 2016)

Antitumoral in vitro (figado) (MICHELS et al., 2005)



Anti-inflamatoria, antioxidante e neuroprotetora (DIRSCHERL et al., 2010;
GADOTTI et al., 2019)
Antitumoral in vivo (mama) (LEE; OH; SUNG, 2012)
Antitumoral in vitro (colorretal e cervical) (SHI; ONG; SHEN, 2004)
Antiasmatica in vivo (KIM et al., 2018)
Neuropatia diabética (LIet al., 2015)
Antinociceptiva (HASHEMZAEI et al.,
2017)
Antiviral in vivo (dengue) (PENG et al., 2017)
Ansiolitica (GADOTTI; ZAMPONI,
2019)

Embora as atividades farmacolégicas da luteolina venham sendo reconhecidas
em diversos trabalhos, sua baixa solubilidade em agua leva a limitac6es farmacéuticas
do seu emprego na forma livre. A caracteristica altamente hidrofébica da luteolina
dificulta sua absorcé&o pelo organismo e diminui sua biodisponibilidade (HINDARTO et
al., 2017). De acordo com De Oliveira; Bastos, (2011), para que o mecanismo de acao
de compostos bioativos seja exercida, faz-se necessario que 0s mesmos estejam
presentes no organismo em concentracfes minimas que geralmente sdo diminuidas
pelo proprio mecanismo de defasa do metabolismo. No desenvolvimento de novas
estruturas de farmacos, a industria farmacéutica vem procurando meios de melhorar
as caracteristicas de farmacos insoliveis em agua, os quais tem também baixa
absorcdo e biodisponibilidade insuficiente no organismo. Desta forma, a
nanoencapsulagdo de flavonoides permite o aumento da solubilidade em agua,
biodisponibilidade e superficie de contato, melhorando a absorcédo e permeacéao
destas substancias pelo organismo (JAFARI, 2017b).

3.2 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

Nanotecnologia € o estudo e desenvolvimento de materiais em nanoescala (10

% m) (CHAUDHARY, 2006). A nanotecnologia utiliza das areas de quimica, fisica e
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outras disciplinas, criando um campo multidisciplinar de aplicacdo (CETIN et al.,
2017). A palavra “nano” (vavog, nannos) tem origem grega, que significa “anao” e
compreende materiais na faixa entre 1 e 1000 nandmetros (nm) (SAHANI; SHARMA,
2021), sendo que 1 nm corresponde a uma bilionésima parte de um metro (107°)
(SINGH; KUMARI; KUMAR, 2017). A Figura 2 mostra a dimensao de alguns materiais

e substancias em comparacédo a escala nanométrica.

Figura 2 — Escala de dimensdes de compostos nanoestruturados comparados a
outros materiais.

; ; Diametro : s ; Grao Bolade Bolade
Agua  Glicose DNA Virus Bactéria Célula desal  ping-pong ténis
S »
A= - 4
< L {
® X _ W W L.
S.a‘; s 4 ‘&_.
101 1 10 102 103 104 10% 108 107 108
1 1 1 ] 1 1 l 1 1 1
| Nandmetros

Fonte: Adaptado de Wong et al., (2017).

Apesar de que a ideia de nanotecnologia tenha sido construida primeiramente
por Richard Feynman em seu livro “There’s Plenty of Room at the Bottom” (“Ha muito
espaco no fundo”) em 1959, somente em 1975 a palavra nanotecnologia foi
estabelecida pelo japonés Norio Taniguchi (BHOJ et al., 2021).

A Nanomedicina compreende estudos de tratamento, diagnoéstico e
monitoramento de doencas via uso de nanotecnologia (OSTROZKA-CIESLIK;
SARECKA-HUJAR, 2017). Mais especificamente, a Nanotecnologia Farmacéutica
consiste na aplicacdo da nanotecnologia no campo da farmacia, oferecendo solucées
inovadoras para o diagnostico, tratamento e profilaxia de doencas através do
desenvolvimento e modificacao de farmacos para nanoescala (HOLBAN, 2018). O uso
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da nanotecnologia permite o preparo de farmacos nanoestruturados com as
caracteristicas funcionais necessarias, através da aplicacdo das propriedades de
diferentes materiais (SEMENOVA; TARASOV; GOODILIN, 2019).

Compostos desenvolvidos na forma de nanoparticulas apresentam-se como
uma alternativa a forma livre de medicamentos e ja foram aprovados por autoridades
de saude como Food and Drug Administration (FDA), agéncia americana responsavel
pelo controle de farmacos e alimentos (GROSSEN et al., 2017). Entre as vantagens
do uso de nanoparticulas na entrega de farmacos estdo o aumento na superficie de
contato e biodisponibilidade, baixa toxicidade a células normais e maior toxicidade
frente as células tumorais (TAGHIPOUR et al., 2017), diminuicdo dos efeitos
colaterais, liberagcéo controlada do farmaco e protecao contra degradacao enzimatica
(CETIN et al., 2017). Essas caracteristicas tornam os tratamentos de doencas
tumorais, degenerativas e de origem inflamatéria e infecciosa, mais eficientes e mais
confortaveis aos pacientes.

Entre os tipos de carreadores nanoestruturados para a entrega de farmacos
estdo os lipossomas, nhanoemulsdes, nanogéis, nanocristais, nanotubos de carbono,
dendrimeros, carreadores lipidicos nanoestruturados, nanoparticulas lipidicas solidas,
poliméricas, proteicas e metdlicas. A Figura 3 ilustra a estrutura de alguns tipos de

nanoparticulas comumente utilizados no carreamento de farmacos.

Figura 3 - Nanoestruturas comumente utilizadas na entrega de farmacos.

Lipossomas Nanoemulsdo Poliméricas Nanogel Lipidicas solidas

Nanocristais Metalicas Nanotubos de carbono Dendrimeros Carreadores lipidicos

Fonte: Adaptado de Afornali; Lorencini (2016); Ageitos; Chuah; Numata (2016); Wong et al. (2017) e
Yaqoob et al. (2020).
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3.3 NANOEMULSAO

Os sistemas nanoestruturados de lipidios apresentam-se como uma alternativa
na melhoria das caracteristicas dos farmacos devido ao aumento na solubilidade e
biodisponibilidade, capacidade de funcionalizacdo da superficie, ndo requerem o uso
de solventes (SHEGOKAR et al., 2017), permitem a liberagéo controlada, diminui¢cao
dos efeitos colaterais e aumentam a estabilidade do farmaco (DING; JIANG; LIU,
2018). Os lipidios formam as principais estruturas do organismo, como as membranas
biolégicas e, por este motivo sdo biodegradaveis, biocompativeis e nao toxicos
(SIRAM et al., 2019). Entre os principais sistemas nanoestruturados formados por
lipidios estdo lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas e emulsées (JAFARI,
2017a).

Uma emulsédo é caracterizada como um sistema heterogéneo de dois liquidos
imisciveis, um disperso no outro, 0s quais sdo mantidos nessa estrutura por meio de
um agente surfactante, como mostra a Figura 4C. De acordo com o tamanho, as
emulsdes podem ser classificadas em macro, micro e nanoemulsao (KAUR, 2016;
SIRAM et al., 2019). As nanoemulsdes apresentam tamanhos menores de 200 nm e
possuem estabilidade térmica e cinética (PATEL; PATEL; THAKORE, 2018).

De acordo com o perfil do farmaco a ser encapsulado, pode-se empregar
nanoemulsdes do tipo 6leo em agua e agua em oleo (CHATTERJEE et al., 2019). A
emulsdo 6leo em agua é obtida com o 6leo em menor quantidade, disperso na fase
aguosa, em maior quantidade, conforme mostra a Figura 4A. Na emulséo de agua em
Oleo a fase aquosa apresenta-se em menor quantidade, sendo esta dispersa no 6leo,
como mostra a Figura 4B (DEEN; SKOVGAARD; PEDERSEN, 2016).
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Figura 4 - Estrutura de nanoemulsao do tipo 6leo em agua (A), agua em oleo (B) e
estrutura de um surfactante (C).

AGUA OLEO

Surfactantes

Cauda hidrofébica

Fonte: Adaptado de Ashaolu (2021).

Considerando que a maioria dos compostos com potencial farmacoldgico sao
hidrofébicos, ou seja, tém baixa solubilidade em agua as nanoemulsdes do tipo 6leo
em agua sdo predominantemente encontradas, no intuito de aumentar a solubilidade
desses compostos (PATEL; PATEL; THAKORE, 2018). A Figura 5 retrata a estrutura

de nanoemulsdes do tipo 6leo em agua.
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Figura 5 - Estrutura e componente de nanoemulsao do tipo 6leo em agua.

® Firmaco

i Co-surfactante
Q Surfactante

Fonte: Adaptado de Onodera et al. (2015).

As propriedades da nanoemulsao obtida dependem do processo de obtencéo
das mesmas, bem como do perfil dos componentes utilizados (SHAH; ULLAH;
IMRAN, 2017). No processo de obtencéo de nanoemulséo do tipo 6leo em agua deve-
se considerar a toxicidade dos componentes utilizados e a solubilidade do farmaco no
Oleo, surfactante e co-surfactante (DING; JIANG; LIU, 2018).

O Oleo utilizado no preparo de nanoemulsédo tem a funcdo de solubilizar o
farmaco (WANI et al., 2018). Oleos de cadeia média e longa, saturados e insaturados
sao utilizados para a formacéo de nanoemulsdo (CHAVDA; SHAH, 2017). Cada oleo
apresenta caracteristicas unicas, como ponto de fusdo, solubilidade e Equlibrio
Hidrofilico-Lipofilico (EHL) (SIRAM et al., 2019). Um fator importante na escolha do
Oleo utilizado na nanoemulséo € a solubilidade do farmaco no mesmo, de modo que
quanto maior a quantidade de farmaco solubilizada no éleo, menor a quantidade de
Oleo necesséria na emulsdo, evitando o aumento de surfactante no sistema
(BONFERONI et al., 2019). O acido oleico € um &cido graxo insaturado com 18 4&tomos
de carbono com uma insaturacéo cis no carbono 9 (SIRAM et al., 2019) (Figura 6) e
vem sendo frequentemente utilizado em nanoemulsées com fins farmacéuticos
(CHATTERJEE et al.,, 2019) devido as suas capacidades de penetracdo e baixa
viscosidade, além de ser aprovado pelo FDA (PEREZ-GONZALEZ et al., 2020;
SRAVANTHI et al., 2015)
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Figura 6 - Estrutura quimica molecular do acido oleico.

Acido oleico

O

Fonte: Elaborada utilizando software ChemSketch®.

A tensao superficial entre as fases aquosa e oleosa mantém os dois liquidos
imisciveis. Agentes surfactantes e co-surfactantes séo essenciais na formagéo de
nanoemulsdes, pois diminuem a tensdo superficial entre as fases, permitindo a
formacao da emulsdo (CHAVDA; SHAH, 2017), conforme mostra a Figura 5.

Para determinar o surfactante e/ou mistura de surfactante e co-surfactante,
utiliza-se o valor do EHL, que sdo essenciais no estudo da formulagcdo de
nanoemulsdo (HARWANSH; DESHMUKH; RAHMAN, 2019). O EHL consiste em uma
escala semiempirica desenvolvida por William C. Griffin, em 1949, que determinou
experimentalmente os valores de EHL para surfactantes e o EHL requerido de 6leos
(PASQUALI; SACCO; BREGNI, 2009). A partir dos valores de EHL é possivel
desenvolver emulsdes empregando os valores de EHL dos surfactantes e relaciona-
los com o EHL requerido do oleo utilizado.

Dessa forma surfactantes com EHL entre 8 e 18 séo utilizados na preparacao
de emulsbes 6leo em agua, enquanto os surfactantes com EHL entre 3 e 6 sao
empregados na obtencdo de emulsfes agua em 6leo (SHAH; IMRAN; ULLAH, 2017).
O surfactante ndo i6nico Tween 20 vem sendo largamente utilizado devido a sua
eficiéncia na estabilizacdo de superficies de nanoemulsdes, através da diminuicao da
tensdo superficial. O Tween 20 (ou Polissorbato 20) consiste em um éster de
polioxietileno com cauda de 12 carbonos saturados, que conferem propriedades
anfifilicas a molécula que interage com ambas as partes oleosa e aquosa das
nanoemulsdes (ARTIGA-ARTIGAS; LANJARI-PEREZ; MARTIN-BELLOSO, 2018).
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Ainda, o Polissorbato 20 foi reconhecido como aditivo de alimentos desde a década

de 60 (KAUR; MEHTA, 2017) o que assegura seu uso como surfactante de
nanoemulsdes com fins farmacéuticos.

Figura 7 - Estrutura quimica molecular do Tween 20.

HD\I\ OH
O O o///
/\/\/\/\/\)LD’AN/OM

O \r—'\

OH

Tween 20

Fonte: Elaborada utilizando software ChemSketch®.

Ainda, o uso de co-surfactantes permite a manipulacdo do EHL dos
surfactantes, modificando as caracteristicas da emulsdo de acordo com as
propriedades almejadas (ABDOU et al., 2017). Derivados de alcoois de cadeia média
e curta sao tidos como bons co-surfactantes (CHAVDA; SHAH, 2017; SHAH; ULLAH;
IMRAN, 2017). O etilenoglicol é utilizado como surfactante devido a sua solubilidade

em agua e auxilio na solubilidade de farmacos hidrofébicos.

Figura 8 - Estrutura quimica molecular do etilenoglicol.
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Fonte: Elaborada utilizando software ChemSketch®.

3.4 METODOS DE OBTENCAO DE NANOEMULSAO

Na obtencdo de nanoemulsbes séo utilizadas metodologias de baixa e alta
energia, assim como a combinacdo das mesmas (SHAH; IMRAN; ULLAH, 2017).

Entre os métodos de baixa energia estdo o meétodo de fase por inversdo de
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temperatura, método de fase por inversdo de concentracdo, método de inversédo do
ponto de emulséo e a emulsificacdo espontanea (PUND; JOSHI; PATRAVALE, 2016).
Os principais métodos de alta energia aplicados na obtencdo de nanoemulsao utilizam
homogeneizadores de alta pressao e sonicadores. Na sonicacao, a emulséo obtida
pelos métodos de baixa energia sao expostos a ondas sonoras de alta frequéncia, que
causam o colapso das cavidades do liquido, processo denominado cavitacdo, que
diminui o tamanho das particulas formadas (PATEL et al., 2017). A Figura 9 demonstra

o funcionamento do processo de cavitagdo em sonicador.

Figura 9 - llustracéo do processo de cavitacdo por sonicador.

SONICADOR

:/- Cavitacdo das particulas no liquido

Z N
¢ N

Aumento da pressdo aplicada pela parte exterior do liquido

€ ¥ o de

Gotas de 6leo

= e ™y A sonda piezoelétrica fornece energia sonora que gera
‘ ‘ ‘ ( ¢ crescimento instdvel de bolhas de cavitagdo até que implodam e
causem redugdo de tamanho

Emulsido de macroescala a ser
nanomerizada

Fonte: Adaptado de Singh; Kumari; Kumar (2017).

Na emulsédo do tipo 6leo em agua a agua esta presente em maior quantidade
na parte externa da estrutura. Dessa forma, a fase aquosa pode ser adicionada de
compostos que modifiguem sua estrutura e/ou carga superficial (KAUR, 2016).
Compostos com caracteristicas catidnicas, tais como a quitosana podem ser utilizados
como fase aquosa, permitindo o aumento da carga superficial da nanoemulséo,

aumentando sua capacidade de adesdo as membranas bioldgicas (CHATTERJEE et
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al., 2019; CHIRCOV; GRUMEZESCU, 2019). A quitosana é um polissacarideo
biodegradavel linear composta de D-glucosamina em configuracéo 3-(1-4) e grupos
amino, conforme mostra a Figura 10. Entre as caracteristicas apresentadas pelo
revestimento de nanoemulsdes com quitosana estdo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, liberacdo controlada e propriedades mucoadesivas (YU et al.,
2019).

Figura 10 - Estrutura quimica molecular da quitosana
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Fonte: Adaptado de Jiménez-Ocampo et al. (2019).

3.5 POTENCIAL DE APLICACAO DE COMPOSTOS NANOESTRUTURADOS
CONTENDO LUTEOLINA

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados de luteolina apresenta-se
como uma alternativa de melhora nas caracteristicas do farmaco. Formulacdes
nanoestruturadas de luteolina vém sendo desenvolvidas na busca de alternativas
viaveis no tratamento de cancer, doencas degenerativas, infecces e inflamacdes
(JEONG; HA; PARK, 2016; TAN et al., 2018; WANG et al., 2019; ZHENG et al., 2017).
A Tabela 2 dispbe exemplos de atividades bioativas verificadas da luteolina

nanoestruturada encontrados na literatura.



Tabela 2 - Trabalhos publicados com resultados de testes in vivo e in vitro com

luteolina na forma nanoestruturada.

Tipo Atividade Referéncia
Lipossoma Antitumoral in vitro (colorretal) (WU et al., 2018)
_ _ o (SABZICHI et al.,
Fitossoma Antitumoral in vitro (mama)
2014)
Lipossoma Antitumoral in vivo (pulmao) (LIA et al., 2016)

Nanomicelas
Nanoparticulas

proteicas
Nanoparticulas

de prata

Nanopatrticulas

poliméricas
Nanocarreador
guilomicron

Nanoparticulas

lipidicas sélidas
Lipossoma

Nanomicelas

poliméricas

Anti-isquémica in vitro
Antitumoral in vitro (c6lon)

Antitumoral in vitro (neuroblastoma)
Antimicrobiana in vitro (S. aureus; E.
coli.)

Antitumoral in vitro (cabeca e pescoco;
pulmé&o)

Antitumoral in vivo (cabeca e pescoco)

Antitumoral in vivo (figado)

Antioxidante in vitro

atividade anti-isquémica

Antitumoral in vivo (glioma)

(TAN et al., 2018)
(SHINDE et al.,
2019)

(QING et al., 2017)

(MAJUMDAR et
al., 2014)

(ELNAGGAR;
ELSHEIKH;
ABDALLAH, 2018)
(JEONG; HA,;
PARK, 2016)
(ZHAO et al.,
2011)

(ZHENG et al.,
2017)
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Zheng et al. (2017) estudou o efeito do tratamento intravenoso com

nanomicelas de luteolina em modelo subcutaneo em ratos, alcancando reducéo de

78% no volume de gliomas. Majumdar et al. (2014) desenvolveu nanoparticulas
poliméricas contendo luteolina para tratar, via intraperitoneal, ratos com cancer de

cabeca e pescoco desenvolvido por injecdo subcutédnea, obtendo diferenca
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significativa no volume de tumor entre os grupos tratados com luteolina livre e com a
droga nanoencapsulada.

No tratamento de isquemias, a LUT mostrou atividade neuroprotetora em
tecidos atingidos, bem como reducao das sequelas causadas pelo processo oxidativo
e atividades inflamatérias gerados (AZIZ; KIM; YOUL, 2018). Zhao et al. (2011)
estudou o efeito de lipossomas de luteolina em modelo de isquemia-reperfusdo em
ratos, verificando a atividade anti-isquémica do composto na forma nanoestruturada.
Da mesma forma, Tan et al. (2018) testou a atividade de reparacdo de nanomicelas
de luteolina apos inducdo de isquemia cerebral, demonstrando maior atividade das
nanomicelas comparadas ao composto na forma livre. Ainda, a atividade antioxidante
de nanoparticulas de luteolina foi provada por Wang et al. (2019) em modelo de

peroxidacao lipidica em figados de ratos.

3.6 IMPORTANCIA DAS PROPRIEDADES DE TAMANHO, CARGA SUPERFICIAL
E ESTABILIDADE DE NANOEMULSOES

Nanoemulsdes sdo utilizadas na entrega de farmacos para tratamentos de
diversas doencas devido a sua alta capacidade de penetracdo e transporte
transcelular ou paracelular como resultado do tamanho diminuido das goticulas
(CHOUDHURY et al., 2019). O tamanho das particulas de nanoemulsdo também
permitem o aumento da taxa de dissolucdo e biodisponibilidade de drogas
hidrofobicas (SINGH et al.,, 2017). Da mesma forma, a carga superficial de
nanoemulsdes interfere na penetracdo através de interacBes eletrostaticas com as
camadas de muco nos epitélios (WANI et al., 2018).

Portanto, a observacédo dos parametros de tamanho, indice de polidisperséo e
carga superficial apresentam-se importantes devido a influéncia que eles tém nas
caracteristicas da nanoemulsdo produzida. Conjuntamente, a verificagdo da
estabilidade da nanoemulsdo permitem avaliar o tempo e as condi¢cdes nas quais o
sistema permanece estavel, visando o tempo de prateleira do produto obtido.

O tamanho das particulas produzidas depende da composi¢do da nanoemulsdo
e do método empregado para sua obtencdo (ONODERA et al., 2015). A polidispersao

demonstra a uniformidade de tamanho das goticulas de nanoemulsédo, sendo que
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valores préximos de 1,0 pouca uniformidade entre os tamanhos da particulas e valores
proximos a 0,0 sugerem que as particulas tém tamanhos semelhantes (KUMAR et
al., 2008). O potencial zeta indica a carga superficial da nanoemulséo e interfere
diretamente nas propriedades mucoadesivas e de estabilidade do sistema (ABDOU et
al., 2017). Cargas superficiais altas (positivas ou negativas) influenciam na
estabilidade de nanoemulsGes devido ao processo de agregacdo das particulas
(KARTHIK; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2013).

Neste trabalho, uma nanoemulsdo contendo luteolina e revestida com
quitosana foi produzida e caracterizada por meio da determinacao do diametro médio,
indice de polidisperséo e carga superficial das particulas. A estabilidade do sistema
foi avaliada por um periodo de 90 dias e por ultracentrifugacdo, como meio de

verificacdo da capacidade de transporte e armazenamento do produto obtido.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGCAO DA NANOEMULSAO CONTENDO LUTEOLINA

A nanoemulsdo contendo luteolina revestida com quitosana (NECh-LUT) foi
obtida por meio de mistura da fase aquosa e fase oleosa seguida de sonicacéo de alta
energia em disruptor de célula ultrassdnico (Modelo DES500 — UNIQUE, Indaiatuba,
Brasil). A LUT foi solubilizada na fase oleosa (FO), composta por acido oleico e
surfactantes. A mistura dos surfactantes Tween 20 e etilenoglicol foi adicionada a fase
oleosa na proporcao de 1:3 de etilenoglicol e Tween 20, de modo a obter-se EHL
resultante préximo do EHL requerido do acido oleico para a formacao de NE do tipo

0leo em agua. A Tabela 3 mostra o calculo do EHL para a obtencdo da nanoemulséao.

Tabela 3 — Equilibrio hidrofilico-lipofilico obtido com a mistura dos surfactantes
utilizados na producéo de nanoemulséo contendo LUT.

Surfactante EHL Proporcéao (%) EHL x Proporcéo
Tween 20 16,7 75 12,53
Etilenoglicol 2,4 25 0,60
EHL da mistura de surfactantes 13,13

A fase aquosa (FA) contendo 0,25% de quitosana foi adicionada a fase oleosa
na propor¢ao de 2:1 FA:FO durante utilizando micro ponta de titanio (diametro 4 mm)
e frequéncia ultrassonica de 16 kHz por 3 ciclos de 1 minuto. Para fins de comparacéo,
nanoemulsdo sem adicdo de quitosana (NE-LUT) e nanoemulsdo sem farmaco
(NECh-Br) foram produzidas. O tamanho de particula e carga superficial foram

utilizados como parametros de comparacgéo da formulagéo.

4.2 DIAMETRO MEDIO E INDICE DE POLIDISPERSAO

Para a determinacdo do diametro médio e do indice de polidispersao foi

empregada a espectroscopia de correlagdo de fétons ou Dynamic Light scattering
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(Brookhaven 90 Plus®, Holtsville, EUA). A nanoemulséo foi diluida (5:200) em agua
ultrapura (Milli-Q Plus system, Merck Millipore, Burlington, EUA) e acondicionadas em
uma cubeta com tampa. As andlises foram realizadas com angulo de espalhamento
de 90°, a 25 °C e comprimento de onda de 659 nm. Os resultados do diametro médio
e do indice de polidispersdo foram expressos como média e desvio padrdo e as

amostras analisadas em triplicata.

4.3 CARGA SUPERFICIAL

A anadlise da carga superficial foi determinada pela anéalise da mobilidade
eletroforética das particulas de nanoemulsdo (potencial ) utilizando equipamento
ZetaSizer (ZS - Malvern®, Malvern, Reino Unido). As amostras foram diluidas (1:100)
com solucao aquosa de KCL 1 e colocadas na célula eletroforética onde um potencial
de £150 mV foi estabelecido. A andlise foi realizada em triplicata e os resultados

expressos como média e desvio padrao.

4.4 ESTABILIDADE DA NANOEMULSAO

A nanoemulséo contendo luteolina foi avaliada quanto a estabilidade cinética e
de armazenamento através da observacdo macroscoépica, seguida da medida do
diametro meédio, indice de polidispersdo e carga superficial das amostras. A
estabilidade cinética das amostras foi verificada apds centrifugacéo (Cientec ®, Belo
Horizonte, Brasil) a 5000 rpm e 25 °C por 30 minutos (BALI; ALI; ALI, 2010). A
estabilidade de armazenamento foi avaliada por 90 dias a temperatura ambiente e
refrigeracéo a 4 °C (ALZORQI et al., 2016).

4.5 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados foram tratados estatisticamente por meio de Analise de Variancia
de uma via (One-way ANOVA) seguido de Teste Tukey a 95% de confianca (p<0,05)
utilizando software Statistica® versdo 12.0 Todos os dados foram expressos como
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meédia + desvio padrdo e valores de p menores do que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nanoemulsdes sao largamente utilizadas como sistemas de entrega de
farmacos devido as suas propriedades de protecdo, biocompatibilidade com as
membranas celulares, aumento da area de superficie e solubilidade do farmaco
(CHOUDHURY et al., 2019).

Neste trabalho, foram preparadas formulagcdes de nanoemulsdo contendo
luteolina revestida com quitosana (NECh-LUT), nanoemulsdo contendo luteolina e
sem quitosana (NE-LUT) e nanoemulsdo sem luteolina revestida com quitosana
(NECh-Br). As formulacfes foram comparadas quanto ao diametro médio, indice de
polidispersao e carga superficial. A NECh-LUT foi avaliada quanto a estabilidade

cinética e de armazenamento por 90 dias.

5.1 OBTENCAO DA NANOEMULSAO CONTENDO LUTEOLINA

A NECh-LUT obtida apresentou coloracdo amarelada, caracteristica da
luteolina, com aspecto transparente, condizente com emulsfes na escala nanométrica
(KAUR, 2016). A NECh-Br mostrou-se com o mesmo aspecto da primeira, porém sem
a coloracdo amarelada atribuida ao farmaco. A Figura 11 mostra a comparacao entre
as formulagbes NECh-LUT e NECh-Br.
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Figura 11 — Aspecto da nanoemulsao carregada com LUT (A) e branca (B).

Fonte: A autora.

O processo de emulsificacdo ocorre por meio da reducao na tensao superficial
entre as fases do sistema, ocasionado por surfactantes. De acordo com (DEEN;
SKOVGAARD; PEDERSEN, 2016), quanto maior a habilidade do surfactante em
reduzia a tensao interfacial, menor o tamanho das particulas. O surfactante Tween é
utilizado na producdo de nanoemulsdes devido a sua capacidade de reduzir a tensao
interfacial, evitando a coalescéncia das goticulas (ARTIGA-ARTIGAS; LANJARI-
PEREZ; MARTIN-BELLOSO, 2018). Este surfactante ndo i6bnico age por meio de
interacdes dipolo e ligagdes de hidrogénio e possuem menor toxicidade comparados
aos surfactantes i6nicos (CHAVDA; SHAH, 2017). Do mesmo modo, a adicdo de co-
surfactantes permite a manipulacdo do balanco hidrofilico-lipofilico da nanoemulséo e
auxiliam na reducgéo da tenséao interfacial entre as fases (WANI et al., 2018). Shah;
Imran e Ullah (2017) explicam que o uso de alcoois de cadeia curta, como etilenoglicol,
aumenta a miscibilidade entra as fases aquosa e oleosa. Segundo Chatterjee et al.
(2019), este efeito é resultado da capacidade dos co-surfactantes em penetrarem as
camadas de surfactante, flexibilizando a camada interfacial. Estes compostos se
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encaixam entre as areas estruturalmente mais fracas da camada interfacial,
fortalecendo-a (SINGH et al., 2017).

Na formac&o de nanoemulsfes, o uso de sonicadores permite o fornecimento
da energia necessaria para gerar o processo de cavitacdo, que consiste na geracao
de depressdes mecanicas por meio do bombardeamento das particulas com ondas
ultrassonicas, levando a formacéo de goticulas menores (SIRAM et al., 2019). O
aspecto translucido verificado no sistema obtido neste estudo é indicativo de que as
quantidades de surfactante, bem como a energia aplicada por meio de sonicador
foram eficientes para a formacédo de nanoemulsdo de tamanho menor que 300 nm
(BONFERONI et al., 2019).

5.2 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES DE NANOEMULSAO

As formulagbes produzidas de NECh-LUT, NECh-Br e NE-LUT foram
caracterizadas quanto ao diametro médio, indice de polidisperséo e carga superficial,
conforme mostra a Tabela 4. As nanoemulsées NECh-LUT e NECh-Br, revestidas com
quitosana, apresentaram tamanhos de 67,5 e 62,0 nm, carga superficial de 9,09 e 10,6
mV e indice de polidisperséo de 0,174 e 0,195, respectivamente, ndo sendo verificada
diferenca estatistica entre elas (p<0,05). Em contrapartida, a formulagdo contendo
farmaco e sem revestimento de quitosana diferiu significativamente das demais
quanto ao tamanho (39,7 nm) e carga superficial (-3,7 mV), enquanto o indice de
polidispersao (0,163) ndo variou significativamente (p<0,05). O indice de polidispersao
representa a uniformidade das particulas obtidas, sendo o sistema mais uniforme
quanto mais proximo de zero for o valor do indice (KUMAR et al., 2008). As
formulacdes obtidas de NECh-LUT, NECh-Br e NE-LUT apresentaram polidisperséao
menores que 0,2, indicando que os sistemas apresentaram tamanhos uniformes entre

as particulas da nanoemulséo.
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Tabela 4 — Diametro médio, indice de polidisperséo e carga superficial das
formulagcées de NECh-LUT, NECh-Br e NE-LUT.

. Diametro médio indice de Carga superficial
Formulacao o .
(nm) polidispersao (mV)
NECh-LUT 67,5+0,72 0,174 £ 0,022 9,09 £ 5,792
NECh-Br 62,0 £ 0,42 0,195 + 0,012 10,6 + 3,82
NE-LUT 39,7 +£0,3° 0,163 £ 0,012 -3,7 £ 3,8°

ab Valores seguidos de mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

Liu et al. (2014) obtiveram microemulsdo com luteolina pelo método de
emulsificacdo espontanea com tamanho, polidispersédo e carga superficial de 12,98
nm, 0,202 e -4,39 mV, respectivamente. Shin et al. (2018) utilizaram a técnica de
cavitacdo em sonicador para produzir nanoemulsdo contendo luteolina de 290 nm,
verificando aparéncia levemente opaca.

Em ambas as formulagdes revestidas obtidas neste estudo, pode-se verificar o
aumento no didmetro das particulas e na carga superficial, caracteristicas do
revestimento com quitosana (ANTONIO et al., 2017). A carga superficial positiva
observada na NECh-LUT demonstra que a adicdo de quitosana na fase aquosa foi
eficiente para obter valores de carga superficial no intuito de aumentar a mucoadesao
da nanoemulsédo. A Figura 12 mostra o aumento da carga superficial da nanoemulséo

revestida com quitosana.
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Figura 12 — Carga superficial (mV) das nanoemulsdes de luteolina sem quitosana (A)
e com quitosana (B).
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Shao et al. (2018) obteve nanoemulsao de eugenol revestida com quitosana e
observou carga superficial de 2,25 mV. Abdou et al. (2017) verificou o aumento na
carga superficial de -0,09 para 8,42 mV apoés a adicdo de quitosana na nanoemulsao
contendo Zolmitriptano.

A adicao de quitosana em nanoemulsfes para a entrega de farmacos permite
a melhora de caracteristicas como liberacdo prolongada e aumento da permeabilidade
e mucoadesao (CHAVDA; SHAH, 2017). Os grupos amino presentes na quitosana
levam a diferencas na estrutura da nanoemulsao, permitindo a interacao eletrostatica
da NE com moléculas de carga negativa presentes nas mucosas do organismo
(PRADO-AUDELDO et al., 2020). Estes grupos amino da quitosana aumentam a carga
superficial da hanoemulsdo, aumentando sua interacdo com a mucina nas mucosas
bioldgicas, de carga negativa (WANI et al., 2018). Consequentemente, o uso da como
a quitosana como forma de melhorar as caracteristicas mucoadesivas do sistema
permite a retencdo da nanoemulsdo no epitélio das mucosas, levando a maior
absorcao do farmaco (CHATTERJEE et al., 2019). Além disso, o0 aumento da carga
superficial promovido pela adicdo de quitosana na superficie da nanoemulséo
proporciona maior estabilidade ao sistema, aumentando as forcas de repulsédo
eletrostatica entre as particulas (DING; JIANG; LIU, 2018).
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5.3 ESTABILIDADE DA NECh-LUT

O aspecto translicido e uniforme da nanoemulsao foi verificado ao longo do
periodo de observado. O estudo de estabilidade da nanoemulsédo foi realizado por
meio da medida do diametro médio, indice de polidispersdo e carga superficial. A
estabilidade de armazenamento foi verificada ap6s 7, 15, 30 e 90 dias de
armazenamento a temperatura de 4 e 25 °C. A estabilidade cinética da nanoemulsao
foi avaliada por meio de centrifugacdo a 5000 rpm por 30 minutos a 25 °C. A Tabela
5 apresenta os resultados dos testes de estabilidade da nanoemulsdo contendo

luteolina e revestidas com quitosana (NECh-LUT).

Tabela 5 — Estabilidade cinética e de armazenamento a temperatura ambiente e de
refrigeragcdo da nanoemulséo contendo luteolina revestida com quitosana.

Estabilidade Dias Dm (nm) IP PZ (mV)
Cinética 1 67,5+0,78 0,174 £ 0,022 9,09 + 5,792
68,0 + 1,52 0,163 + 0,012 10,40 + 3,462
1 67,5+0,72 0,174 £ 0,022 9,09 £ 5,792
o5 oC. 15 775+282 0,147 £ 0,012 7,88+2,712
30 93,2 + 3,0° 0,206 + 0,022 9,13 +2,662
90 212,3 +6,3° 0,282 + 0,01 10,77 + 2,602
1 67,5+0,72 0,174 £ 0,022 9,09 £ 5,792
400 15 65,0 + 3,62 0,303 + 0,01° 8,73 +4,122
30 75,9 + 6,72 0,252 + 0,01 7,36 £ 2,662
90 96,0 + 0,5° 0,235 + 0,01° 10,75+ 0,212

ab Valores seguidos de mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si
(p<0,05).

A NECh-LUT n&o apresentou diferenca significativa entre os parametros
analisados antes e depois do processo de centrifugacao (p<0,05). Da mesma forma,
ndo foram observadas mudancas no aspecto das amostras. A Figura 13 representa
graficamente os resultados de diametro médio e cara superficial da NECh-LUT apos
centrifugagéo.
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Figura 13 — Diametro médio (A) e carga superficial (B) da nhanoemulsao contendo
luteolina e revestida com quitosana apos teste de estabilidade cinética.
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De acordo com Siram et al. (2019), a estabilidade cinética € uma caracteristica
de nanoemulsdes. Kaur (2016) explica que nanoemulsdes tem maior resisténcia
cinética, pois sdo menos suscetiveis as colisdes de goticulas induzidas por movimento
browniano. Ainda, como as particulas de nhanoemulsdo sédo pequenas, 0 movimento
browniano ao qual as mesmas estédo constantemente submetidas aumenta a entropia
do sistema, que resulta na estabilidade cinética das particulas (PATEL; PATEL,;
THAKORE, 2018).

Da mesma forma, a estabilidade durante o armazenamento é um fator
importante para a determinagcdo do tempo de prateleira da nanoemulsédo. A
estabilidade de armazenamento da NECh-LUT é apresentada graficamente na Figura
14. Quando armazenada a temperatura ambiente por 15 dias, a nanoemulsdo nao
apresentou aumento de tamanho e polidispersao significativos (p<0,05). Contudo, a
partir de 30 e 90 dias de armazenamento, a NECh-LUT teve aumento de tamanho
significativo, chegando a 93,2 e 212,3 nm, respectivamente. O indice de polidisperséo,
que representa a uniformidade das particulas de nanoemulsdo, aumentou
significativamente a partir de 90 dias de armazenamento nas condicbes ambiente,
atingindo 0,282.
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Figura 14 — Estabilidade do diametro médio e carga superficial da nanoemulsao
armazenada a temperatura ambiente e de refrigeracao por 90 dias.
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Analogamente, durante o armazenamento sob refrigeracdo, a NECh-LUT
permaneceu sem mudancas significativas de tamanho por 30 dias, tendo o tamanho
das particulas aumentado significativamente apés 90 dias nessas condi¢cdes,
chegando a 96,0 nm. O indice de polidispersdo da nanoemulsdo, por sua vez,
aumentou significativamente durante este periodo, chegando a 0,303 e diminuindo
posteriormente. A carga superficial da nanoemulséo, considerada uma caracteristica
aliada a estabilidade, ndo teve variacdo significativa no periodo avaliado de 90 dias
em ambas as condi¢cdes. Os resultados estdo de acordo com Shao et al. (2018), que
obteve nanoemulsdo contendo quitosana para encapsular eugenol, as quais néo
apresentaram diferencas depois de armazenadas a 4 e 25 °C por 30 dias.

A desestabilizacdo de nanoemulsbes pode acontecer por meio de dois
processos: coalescéncia e Ostwald Ripening. O processo de coalescéncia ocorre pela
fusdo de duas ou mais goticulas em particulas maiores e pode ser evitado
aumentando-se a carga superficial da nanoemulsdo (MASON et al., 2006). Ostwald
Ripening € resultado da solubilidade da fase oleosa na fase aquosa, levando a
precipitacdo de particulas solubilizadas em particulas maiores (SIRAM et al., 2019).
De acordo com Siram et al. (2019), a adi¢do de estabilizador estérico e a adicdo de

polimeros (tais como a quitosana) é eficiente na prevencdo do Ostwald Ripening.
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Mason et al. (2006) complementa que a desestabilizacdo por Ostwald Ripenin pode
ser evitada selecionando-se fase oleosa com pouca solubilidade na fase aquosa.
Segundo Chatterjee et al. (2019), valores de carga superficial proximos a 30 mV sao
desejaveis para maior estabilidade de nanoemulsdes. Desta forma, considerando-se
a adicao de quitosana na fase aquosa e a baixa solubilidade da fase oleosa nesta,
aliados a carga superficial da nanoemulsao abaixo de 10 mV, € possivel concluir que
0 aumento no didametro médio da nanoemulséo desenvolvida neste estudo € fruto do
processo de coalescéncia.

Singh et al. (2017) explica que, embora as variagdes nos parametros avaliados
nao indiquem instabilidade (desde que estes apresentem parametros dentro dos
estabelecidos para aplicacdo), as diferencas significaticas durante o periodo de
armazenamento podem ser utilizados para indicar as melhores condi¢cbes de
armazenamente e como uma orientacao para melhorar a formulacdo. De fato, embora
o tamanho e a polidispersdo da NECh-LUT tenham mudado significativamente em
relacéo aos valores iniciais durante o periodo de avaliacdo, o sistema NECh-LUT pode
ainda ser considerado para aplicacdo ap0s as mudancas apresentadas depois de
armazenados a temperatura ambiente e refrigeracdo por 90 dias. Contudo, os
resultados obtidos permitem concluir que mudancas na formulacdo, tais como o
aumento da carga superficial das particulas podem contribuir para a estabilidade do

sistema.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, uma formulacdo de nanoemulsdo contendo luteolina foi
efetivamente obtida e revestida com quitosana. O sistema obtido apresentou tamanho,
indice de polidisperséo e carga superficial condizentes para a aplicacao de luteolina
no tratamento de doencas inflamatdrias, degenerativas, microbianas e céancer. A
nanoemulsao apresentou estabilidade cinética e de armazenamento durante 90 dias,
mostrando capacidade de manter suas caracteristicas apds transporte e
armazenamento. O método de cavitacdo em sonicador aliado aos surfactantes
empregados nesta formulacdo mostraram-se eficientes na producao da nanoemulséo.
Os proximos passos incluem a caracterizacao por métodos espectroscopicos, testes

de liberacao e atividades biolégicas in vitro e in vivo.
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