Universidade

ESTADUAL DA PARAIBA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Gabriela Muniz Felix Araujo

NANOEMULSOES DE ANFOTERICINA B: DESENVOLVIMENTO,
CARACTERIZACAO E ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Campina Grande — PB
2013



Gabriela Muniz Felix Araujo

NANOEMULSOES DE ANFOTERICINA B: DESENVOLVIMENTO,
CARACTERIZACAO E ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Dissertacao a ser apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
UEPB como requisito para obtencdo do Titulo
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, linha de
pesquisa Desenvolvimento e Controle de
Qualidade de Produtos Farmacéuticos.

Orientador: Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno

Co-orientador: Prof. Dr. José Alexsandro da Silva

Campina Grande — PB

2013



E expressamente proibida a comercializagio deste documento, tanto na sua forma impressa
como eletrénica. Sua reproducao total ou parcial é permitida exclusivamente para fins
académicos e cientificos, desde que na reproducdo figure a identificacdo do autor, titulo,
instituicdo e ano da dissertacdo

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL — UEPB

AB658n Araujo, Gabriela Muniz Felix.
Nanoemulsdes de Anfotericina B. [manuscrito]
desenvolvimento, caracterizagdo e atividade leishmanicida /
Gabriela Muniz Felix Aragjo. — 2013.
57 f. . il. color.

Digitado

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Universidade Estadual da Paraiba, Pré-Reitoria de Pds-
Graduacéo e Pesquisa, 2013.

“Orientagdo: Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de
Lima Damasceno, Departamento de Farméacia”.

“Co-Orientagdo: Prof. Dr. José Alexsandro da Silva,
Departamento de Farmécia”.

1. Anfotericina B. 2. Leishmaniose visceral. 3.
Nanoemulsdes. |I. Titulo.

21. ed. CDD 616.936 4




Gabriela Muniz Felix Aradjo

NANOEMULSOQOES DE ANFOTERICINA B: DESENVOLVIMENTO,
CARACTERIZACAO E ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Dissertac&o a ser apresentada ao Programa
de Pé6s-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UEPB como requisito
para 6bteng.éo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas, linha de pesquisa
Desenvolvimento e Controle de Qualidade
de Produtos Farmacéuticos.

Data de aprovagdo: (03 /0S ) 2043

BANCA EXAMINADORA

Presidente da@m;;iz?folivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno

Membros Titulares:

Membro Interno: Prof. Dra. Elisngela Afonso de Moura Mendong¢a (Universidade
Estadual da Paraiba - UEPB)

_ Bl gl Mowser oo 1) Whuplona

Membro Externo: Prof. Dr. Fabio Rocha Formiga (Universidade de Pernambuco -
UPE)

7




@mmw, Mmegm;
@mwmmixww&m, 3@,@@0e7)um@;

o men eoposo, SWW,

DEDICO.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Criador dos céus e da terra, meu Pai, que esteve e sempre estara ao meu
lado, me protegendo e me guiando por toda vida. Por todas as béncéos,
ensinamentos e revelagbes. Sem Ele, eu ndo teria realizado este trabalho. Ao

Senhor, toda honra e toda gloria!

Aos meus amados pais, Robson e Socorro, por todo amor, dedicacdo e apoio
incondicionais. Vocés sdo minhas esséncias, meu porto seguro, minhas fontes de
inspiracdo. O minimo que posso fazer, além de ama-los, é procurar trazer-lhes
alegria e sei que se orgulham quando nos comprometemos com 0s estudos.

Portanto, essa € mais uma etapa da minha vida, em especial, para voceés.

Aos meus irmaos, Felipe, Caio e Vinicius, por serem verdadeiros presentes de Deus

na minha vida. Nao saberia viver sem vocés!

Ao meu esposo, Jeanderson, por todos esses anos juntos, pelo amor, pelo apoio e
incentivo em todas as horas, pela paciéncia nas horas dificeis, por aceitar e respeitar
minhas decisfes, por suportar a distancia e a minha auséncia, necessarias para

concretizacdo deste trabalho e por cuidar de mim.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Bolivar Ponciano Goulart de Lima Damasceno, por me
receber no seu laboratério, por acreditar no meu potencial e confiar em mim. Pelos
ensinamentos, dedicacdo e compromisso com 0 nosso trabalho. Pela paciéncia, pelo
seu ar sereno e amigavel que tornam o ambiente acolhedor, por toda compreensao,

por estar sempre disposto a nos ajudar, meu muito obrigada!

Ao meu co-orientador, Prof. Dr. José Alexsandro da Silva, por fazer parte desse
trabalho, pelos ensinamentos e, especialmente, pela dedicacdo com que conduziu o
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, por ter se empenhado
para que o mesmo fosse aprovado pela CAPES, fato imprescindivel para que nos

pudéssemos estar, hoje, agradecendo.



A todos os professores do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas, pela dedicagdo em transmitir-nos o conhecimento.

A minha amiga e colega de bancada, Alexsandra Apolinario, por me honrar com sua
amizade, pelo companheirismo e auxilio sempre que precisei. Vocé, sua cientista
nata, me mostrou o que é ser uma pesquisadora, me revelou como pode ser simples
fazer ciéncia e me ensinou que nada é impossivel para aqueles que amam e

acreditam no que fazem.

As minhas alunas de iniciacdo cientifica, Alana Albuguerque, Ana Claudia
Goncalves, Jéssica Ohanna, pela amizade e dedicacdo, pelo auxilio sempre que

necessitei. Vocés foram essenciais na construcao desse trabalho.

Aos meus queridos amigos do Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizacdo de
Produtos Farmacéuticos (LDCPF), por compartilharem comigo momentos tao

agradaveis, por todo carinho e amizade.

A todos os meus colegas do mestrado, em especial, a Danielle Rocha, Jamilly Kelly,
Michelle Pedrosa, Jodo Paulo Malheiro, Geovani Pereira, Josenildo Segundo
Chaves, Juliana Luna, Ravely Lucena, Cynthia Layse, Katharina Porto, Jéssica
Almeida, Gilzie Késsia, Yuri Basilio, Natan Emanuell, Airlla Laana, que de alguma
forma contribuiram direta ou indiretamente com as minhas pesquisas, que
compartilharam momentos de alegria, ansiedade e/ou aflicbes, quer seja na
preparacdo para as provas e seminarios, nas viagens para 0S congressos e para
realizacdo dos experimentos, quer na bancada do laboratério. Com vocés, essa

jornada se tornou mais facil.

A Prof. Dra. Ana Claudia Dantas de Medeiros, pelos conselhos e orientacdes
concedidos quando a procurei, antes mesmo de haver sele¢éo para o mestrado, e
pela gentileza de abrir as portas do Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios em

Medicamentos (LABDEM) sempre que precisamos.



A minha prima-irm&, Andressa Muniz, pelo exemplo de garra e determinacéo, pelo

apoio, carinho e companheirismo.

A equipe do Laboratério de Certificacdo de Biomateriais (CERTBIO) da UEPB, em
especial, a Lidiane Correia e Paulo Dantas, pela amizade e por terem conduzido 0s

ensaios de andlise térmica.

Ao Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), na pessoa da Prof.
Dra. Karina Saraiva, pela sempre simpatica disposicdo em receber nossas amostras

e por ter obtido as imagens por microscopia eletrbnica de transmisséo.

A Prof. Dra. Louisianny Guerra da Rocha, do Laboratério de Ensaios Antiparasitarios
e de Radiobiologia Experimental da UFRN, por ter aceitado participar desse
trabalho, pela gentileza com que nos recebeu em seu laboratério e pela paciéncia

com gque nos orientou nos ensaios de atividade leishmanicida.

A equipe do Laboratério de Sistemas Dispersos (LASID) da UFRN, em especial, a
Walteca Silveira e Nednaldo Dantas, pela recep¢ao amigavel e por terem cooperado

com a técnica do espalhamento dindmico de luz.

Aos que compdem o Laboratério Multiusuéario de Imagens da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP, pelas analises das formulacGes através da técnica de

microscopia de luz polarizada;
A todos os servidores da UEPB, especialmente a Aldeangela Gama, atual secretaria
do PPGCF, e a Gizelda Ferreira, pela amizade e por sempre terem se disposto a

ajudar nos assuntos académicos.

A CAPES, pela bolsa de estudos.



Resumo

A leishmaniose é uma das doencas mais negligenciadas do mundo. Sua forma
clinica mais grave, denominada visceral, se nao tratada, pode ser fatal. A terapia
convencional baseia-se na utilizacdo de antimoniais pentavalentes e inclui a
anfotericina B (AmB) como farmaco de segunda escolha. A formulacdo micelar de
AmB, embora efetiva esta associada a relatos de toxicidade aguda e crénica.
Formulacgdes lipidicas surgiram para contornar tais inconvenientes, porém o alto
custo envolvido limita o amplo uso dessas preparacdes. Sistemas de liberacdo de
farmacos nanoestruturados, como as nanoemulsdes (NE), possuem comprovada
habilidade em solubilizar compostos hidrofébicos, melhorar absorcdo e
biodisponibilidade, incrementar a efichcia e reduzir a toxicidade dos farmacos
encapsulados. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de NE para
incorporacdo de AmB. As NE foram formuladas pelo método de sonicacao, atraves
do emprego da mistura dos tensoativos Kolliphor® HS 15 e Brij® 52 com o 6leo
miristato de isopropila. Adicionou-se a AmB diretamente nas amostras, sob agitagao
magnética, com o emprego de solucdes basicas e acidas para solubilizacdo do
farmaco e ajuste do pH final. Todas as NE tiveram pH neutro e condutividade
condizente com sistemas 6leo em agua, além de comportamento isotrépico. As NE
apresentaram estruturas de formato esférico, com potencial zeta negativo e
distribuicdo de tamanho monomodal. O didmetro médio das goticulas com o farmaco
variou de 33 a 132nm. A analise térmica revelou que a AmB néo foi capaz de alterar
0 comportamento térmico do sistema, possivelmente por estar dispersa na fase
interna. Com relacéo aos testes de estabilidade preliminar, a centrifugacédo provocou
a precipitacdo do farmaco. O estresse térmico levou a turvacdo das amostras. Ao
final do ciclo gelo-degelo todas as amostras mantiveram sua transparéncia. A AmB-
NE mostrou eficacia leishmanicida estatisticamente igual a da formulacdo de AmB
micelar, o que a habilita para futuros ensaios para avaliar sua toxicidade e
comprovar sua eficacia também sobre formas amastigotas, com a finalidade de

torna-la uma alternativa para o tratamento da leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Anfotericina B. Leishmaniose visceral. Nanoemulsodes.



Abstract

Leishmaniasis is one of the most neglected diseases in the world. Its most severe
clinical form, called visceral, if left untreated, can be fatal. Conventional therapy is
based on the use of pentavalent antimonials and includes amphotericin B (AmB) as a
second choice drug. The micellar formulation of AmB, although effective, is
associated acute and chronic toxicity. Commercially available lipid formulations
emerged to overcome such drawbacks, but the high cost involved limits widespread
use of these preparations. Nanosized drug delivery systems, such as nanoemulsions
(NE), have proven ability to solubilize hydrophobic compounds, to improve
absorption and bioavailability, to increase efficacy and to reduce toxicity of the
encapsulated drug. NE become even more attractive because they are inexpensive
and easily produced. The aim of this work was to develop NE to incorporate AmB.
NE were made by sonication method, through a mixture of surfactants, Kolliphor® HS
15 and Brij® 52, with the oil isopropyl myristate. AmB was added directly to the
samples under magnetic stirring, using acidic and basic solutions to solubilize the
drug and for adjustment of final pH. All NE showed neutral pH, values of conductivity
were consistent with oil in water systems, and isotropic behavior. NE presented
spherical structures with negative zeta potential value, monomodal size distribution
and average diameter of the droplets with drug ranged from 33 to 132nm. Thermal
analysis showed that AmB was not able to modify the behavior of the system,
possibly to be dispersed in the internal phase. With respect to preliminary stability
tests, centrifugation caused precipitation of the drug, heat stress led to turbidity of
samples and at the end of the freeze-thaw cycle all samples maintained their
transparency. AmB-NE showed similar statistically antileishmanial activity to AmB
micellar formulation, which enables those systems to further tests, to assess their
toxicity and also prove its effectiveness on amastigotes, in order to offer them as an

alternative for the treatment of visceral leishmaniasis.

Keywords: Amphotericin B. Nanoemulsions. Visceral leishmaniasis.
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1. Introducao

A leishmaniose, doenca infecciosa causada por protozoarios do género
Leishmania, da familia Trypanosomatidae, se manifesta através de varias formas
clinicas: desde lesbes cutaneas, as quais podem se curar espontaneamente, até a
forma visceral, que se nao tratada é fatal. A leishmaniose visceral € a forma mais
severa, pois 0s parasitos migram para 6rgaos vitais e provocam febre prolongada,
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia (BRASIL, 2006).

A doenca € transmitida através da picada da fémea dos mosquitos,
conhecidos como flebotomineos, infectados com o protozoario em sua forma
promastigota. O parasito € entdo internalizado via macrofagos no figado, baco e
medula éssea, onde encontra as condi¢cdes apropriadas para se transformar na
forma amastigota (BURCHMORE & BARRET, 2001).

O arsenal terapéutico para esta doenca é escasso, sendo representado por
farmacos, em geral, toxicos e pouco tolerados como 0s antimoniais pentavalentes, a
miltefosina, a paromomicina, pentamidina e anfotericina B.

A anfotericina B (AmB), farmaco de segunda escolha para o tratamento da
leishmaniose, possui elevada incidéncia de reacdes adversas quando administrada
na forma convencional (micelas de desoxicolato de soédio contendo AmB).
Formulacdes lipidicas, baseadas na nanotecnologia, foram desenvolvidas para
contornar tais obstaculos, mas seu alto custo tem limitado o amplo uso dessas
preparacdes, especialmente, em paises como o Brasil (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

Nanocarreadores coloidais proporcionam a liberacdo do farmaco no sitio de
acdo desejado (célula, tecido ou 6rgdo), minimizando os efeitos colaterais que,
geralmente, acompanham os medicamentos convencionais (MOGHIMI et al., 2001,
NAKAOKA et al., 1997). Além disso, o uso de tais sistemas de liberacdo tem
proporcionado melhorias nas caracteristicas de solubilidade, estabilidade, absorcéo
e biodisponibilidade dos farmacos encapsulados (BARRAT & BRETAGNE, 2007,
BRIME et al., 2002; DAMASCENO et al., 2012; DAS & SURESH, 2011; GAO et al.,
2011; KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2007).

Dentre os varios sistemas nanoestruturados atualmente conhecidos, as
nanoemulsdes (NE) tém sido utilizadas com sucesso como veiculos para uma

grande variedade de farmacos, inclusive para os de solubilidade limitada nas
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formulagBes convencionais, como os hidrofébicos. Além de possuirem propriedades
farmacéuticas e biolégicas bem atraentes como biodegradabilidade,
biocompatibilidade, estabilidade fisica e facilidade de producdo (SANTOS-
MAGALHAES et al., 2000). NE podem ser classicamente definidas como uma
dispersdo nanométrica de goticulas oleosas em uma fase aquosa externa [NE 6leo
em agua (NE O/A)], estabilizada por um sistema tensoativo adequado, cujo tamanho
das goticulas varia entre 20-500nm (PEY et al.,, 2006). O farmaco veiculado
encontra-se, nesse caso, incorporado e/ou adsorvido no nucleo oleoso da
nanoestrutura. Sistemas nanoemulsionados do tipo dgua em oOleo (A/O) também
existem, quando a fase dispersante é o 6leo (ARAUJO et al., 2011; BHATT et al.,
2013; CONSTANTINIDES et al., 2008).

Com base nestas consideracbes, percebemos a necessidade do
desenvolvimento de novos sistemas carreadores de AmB menos téxicos e de custo
viavel e, com esse intuito, acreditamos no potencial das NE como seu promissor
carreador. Nesse trabalho foram desenvolvidas e caracterizadas NE contendo AmB.
A eficicia leishmanicida dessas formulacdes foi avaliada in vitro sobre formas
promastigotas de Leishmania chagasi. Além disso, estudos de estabilidade

preliminar também foram realizados.
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2. Revisao de literatura

2.1 Leishmaniose

A leishmaniose € uma das doencas mais negligenciadas do mundo, afetando
principalmente os mais pobres. A doenca pode apresentar uma ampla variedade de
formas clinicas, que caracterizam as formas cutanea, mucocutanea ou visceral. E
considerada primariamente como uma zoonose, podendo acometer o homem,
quando este entra em contato com o0 ciclo de transmissdo do parasito,
transformando-se em uma antropozoonose. Atualmente, encontra-se entre as seis
endemias consideradas prioritarias no mundo (WHO, 2010).

A leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave e quando néo tratada, a
taxa de mortalidade pode chegar a 100% em 2 anos (WHO, 2010). Esta doenca tem
ampla distribuicdo, ocorrendo na Asia, na Europa, no Oriente Médio, na Africa e nas
Ameéricas, onde também é denominada leishmaniose visceral americana ou calazar
neo-tropical (BRASIL, 2006).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milh6es de pessoas
apresentem risco de contrair leishmaniose. A cada ano, ocorrem dois milhdes de
novos casos, sendo 500 mil de leishmaniose visceral, 90% desses casos
concentrados no Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Suddo (WHO, 2007). Na
América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que a
maior parte dos casos ocorre no Brasil, especialmente na Regido Nordeste (BRASIL,
2006).

Os seus agentes etioldégicos sdo protozoarios tripanosomatideos do género
Leishmania, parasita intracelular obrigatério das células do sistema fagocitario
mononuclear, com uma forma flagelada ou promastigota, encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e outra aflagelada ou amastigota nos tecidos dos
vertebrados. No continente americano, a Leishmania (Leishmania) chagasi € a
espécie comumente isolada em pacientes com LV (BRASIL, 2006).

As opcoOes de tratamento da leishmaniose visceral séo limitadas. No Brasil, o
antimoniato pentavalente N-metil glucamina (Glucantime®) é o farmaco de escolha
para o tratamento da LV em virtude de sua comprovada eficacia terapéutica. A AmB
€ a Unica opcéo no tratamento de gestantes e esta indicada como segunda opcéao

para os pacientes que tenham contra-indicacdes ou tenham apresentado toxicidade
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ou refratariedade relacionadas ao uso dos antimoniais pentavalentes (BRASIL,
2006).

O principal efeito colateral do antimoniato-N-metil glucamina é decorrente de
sua acao sobre o aparelho cardiovascular. Portanto, é contra-indicado em pacientes
que fazem uso de beta-bloqueadores e antiarritmicos, pacientes com insuficiéncia
renal ou hepatica, em mulheres gravidas nos dois primeiros trimestres da gestacao
(BRASIL, 2006).

Outros farmacos, como pentamidina, miltefosina e paromomicina, foram
introduzidas no tratamento da leishmaniose visceral, principalmente na Europa, Asia
e Africa.

O isotianato de pentamidina foi inicialmente utilizado, na india, nos casos de
calazar resistente aos antimoniais pentavalentes. Sua eficacia € inferior a dos
antimoniais pentavalentes e AmB e seus efeitos colaterais maiores. Apresenta uma
desvantagem consideravel, ja que causa diabetes mellitus dependente de insulina,
de forma irreversivel. Além disso, apresenta baixos niveis de eficacia (apenas 70%),
0 que tem levado ao seu abandono na india (SUNDAR & CHATTERJEE, 2006).

A entrada da miltefosina no arsenal terapéutico da leishmaniose foi
considerada como um marco, pois pela primeira vez um agente leishmanicida de
uso oral foi identificado. Estudos clinicos fase | e Il na india tem confirmado sua
eficacia. Algumas limitacGes incluem a inducdo de distarbios gastrointestinais, como
vomitos e diarreia (em 40% e 15-20% dos pacientes, respectivamente) e toxicidade
renal. Como a miltefosina é teratogénica, esta contra-indicada na gravidez. Sua
meia-vida prolongada (150-200 horas) pode contribuir para o advento de resisténcia
(SUNDAR & CHATTERJEE, 2006).

Paromomicina tem sido empregada isolada ou em combinacdo com
antimoniais pentavalentes tendo, esta ultima opc¢ao, demonstrado superioridade em
varios estudos realizados na india. Um estudo multicéntrico fase 1l na india mostrou
gue a paromomicina é uma opcao de tratamento eficaz, acessivel e segura e, por
isso, foi aprovada para leishmaniose visceral naquele pais (MUSA et al, 2010).
Efeitos adversos que foram mais comuns entre pacientes recebendo paromomicina
do que entre aqueles que receberam AmB (6% vs. 2%, P=0,02) incluiram elevacao
transitoria dos niveis de aspartato aminotransferase (3 vezes maior do que o limite
superior da faixa normal); ototoxicidade transitéria reversivel (2% vs.0, P=0,2) e dor

no local da injecdo (SUNDAR et al, 2007). Musa et al. (2010) afirmam que a eficacia
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da paromomicina pode variar bastante entre as regides geograficas e, assim,
diferentes doses podem ser necessdrias para se obter niveis de eficacia

semelhantes.

2.2 Anfotericina B

A AmB foi descoberta em 1953 por Gold e colaboradores, que estudavam
uma cepa de Streptomyces nodosus, um actinomiceto obtido no vale do rio Orinoco,
na Venezuela. Pertence a classe dos compostos macrolidicos poliénicos, sendo
considerada a melhor op¢cdo de farmaco para o tratamento de infec¢des fungicas
sisttmicas e tem excelente atividade leishmanicida (BENNETT, 2005;
CHATTOPADHYAY & JAFURULLA, 2011; COHEN, 1998).

A molécula da AmB apresenta uma estrutura quimica complexa (Figura 1).
Ela exibe um carater lipofilico devido a cadeia constituida de sete duplas ligacdes
conjugadas ndo-substituidas e um carater hidrofilico relacionado a presenca de sete
hidroxilas livres em sua estrutura. Portanto, a AmB exibe propriedades anfifilicas. Em
uma das extremidades da molécula, encontra-se um residuo micosamina, ligado ao
anel principal por uma ligacao glicosidica, com um aminogrupo livre. Por outro lado,
€ anfotérica devido a existéncia dos grupos carboxila e amina, que apresentam
carga em pH neutro. O nome anfotericina deriva desta caracteristica anfotérica de
sua estrutura molecular, formando sais sollveis tanto em meio acido como em meio
basico. A AmB apresenta um perfil de solubilidade limitado, sendo praticamente
insolivel em &gua, pouco solivel em alcodis e solivel em solventes organicos,
como dimetilsulféxido (DMSO) e dimetilformamida (DMF). Pertence a classe IV do
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, que abrange os farmacos de reduzidas
solubilidade e permeabilidade (BARRATT & BRETAGNE, 2007; BHATTACHARYYA
& BAJPAI, 2012; FILIPPIN & SOUZA, 2006; MAZERSKI et al., 1990).

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de AmB

Fonte: DAMASCENO, 2010.
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Na 4gua, a AmB se agrega, primeiramente, pela formacdo de dimeros por
aposicao de duas faces hidrofébicas, e assim, progressivamente, formando
agregados maiores (MAZERSKI et al., 1990). Esta insolubilidade em meio aquoso &
a causa de sua baixa biodisponibilidade por via oral. A formulacdo convencional de
AmB (Fungizone®), disponivel desde 1958, consiste em um sistema micelar
associado ao desoxicolato de sodio, tensoativo capaz de aumentar a solubilidade do
farmaco. O medicamento, na forma de po liofilizado, é reconstituido em 10mL de
soro glicosado 5%, formando uma dispersdao micelar. Entretanto, o sistema nao é
homogéneo, podendo apresentar em sua constituicdo trés formas estruturais
diferentes: monomérica, oligomérica e agregados de AmB e desoxicolato. A
administracdo intravenosa deve ser lenta, de 4 a 6 horas de duracéo, para prevenir
reacoes adversas associadas a propria infusdo. As doses administradas variam de
0,5 a 1 mg/kg/dia. A AmB apds reconstituicdo é estavel por 24 horas a 25°C e por
uma semana a 4°C. Contudo, efeitos colaterais limitantes de dose sao frequentes,
sendo a nefrotoxicidade um dos mais graves (BARRATT & BRETAGNE, 2007;
FILIPPIN & SOUZA, 2006; PESTANA, 2009).

A AmB exibe toxicidade aguda, relacionada a infusado, e toxicidade cronica,
manifestada pela nefrotoxicidade (ANTONIADOU & DUPONT, 2005). Os efeitos
adversos relacionados a infusdo incluem febre, calafrios, nauseas, hipotensdo ou
hipertenséo e arritmias cardiacas. Essas reacfes podem ser consequéncia da acao
do farmaco sobre o sistema imunoldgico, especialmente devido a modulacdo das
funcdes dos macrofagos (BARRATT & BRETAGNE, 2007; HANN & PRENTICE,
2001; INSELMANN et al., 2002; MISTRO et al., 2012). Estudos apontam que a
incidéncia de nefrotoxicidade é bastante alta, variando entre 49-65%, sendo definida
pela elevacdo, em duas vezes, dos niveis séricos de creatinina (ANTONIADOU &
DUPONT, 2005; DERAY, 2002; WINGARD et al., 1999).

S&do apontados dois mecanismos basicos envolvidos no desencadeamento
da nefrotoxicidade. O primeiro € um mecanismo vascular, causando vasoconstricao,
com disfuncéo do fluxo sanguineo renal, e o segundo € resultado de lesdo estrutural
direta a célula tubular. Da ag¢édo conjunta desses dois processos resultam a reducao
da taxa de filtracdo glomerular, os disturbios hidroeletroliticos e acido-basicos
(BERDICHEVSKI, 2003; DERAY, 2002).

Infelizmente, ambos os efeitos terapéuticos e toxicos da AmB advém de sua

interacdo com o0s esterois das membranas celulares: ergosterol nos fungos e
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colesterol nos mamiferos, resultando na formacdo de estruturas semelhantes a
canais (poros) transmembrana que alteram a permeabilidade celular, permitindo o
escape de ions e metabdlitos, principalmente ions potassio, provocando um
desequilibrio eletrolitico e homeostético, resultando em morte celular (BOLARD et
al., 1991; BRAJTBURG et al., 1990). O complexo AmB-esteroides tem sido descrito
como um arranjo circular de, aproximadamente, oito moléculas de AmB interagindo
com igual nimero de moléculas do ester6ide. A parte externa do complexo é
hidrofobica, sendo formada pelas cadeias poliénicas em contato com os lipideos da
membrana, e o seu interior € hidrofilico devido a presenca dos grupos hidroxila das
moléculas de AmB (CHATTOPADHYAY & JAFURULLA, 2011; KLEINBERG, 2006).

Em estudo com membranas bilamelares, comparou-se a capacidade de
formacdo de canais ibnicos de AmB frente a membranas contendo ergosterol,
colesterol e na auséncia destes esterdides. Constatou-se que AmB, tanto na forma
monomérica quanto agregada, pode formar canais em membranas contendo
ergosterol, mas somente a forma auto-associada originou tais canais em
membranas contendo colesterol. Bolard et al. (1991) afirmam que os mondémeros de
AmB sdo muito curtos para interagir com o colesterol e formar canais
transmembrana, por sua vez o arranjo cabeca-cauda dos oligdbmeros aumenta o
comprimento do conjunto e permite a formacdo dos poros. Portanto, a forma
estrutural da AmB apresenta um papel-chave na formacdo de canais nas
membranas (FILIPPIN & SOUZA, 2006; HUANG et al., 2002).

Colesterol e ergosterol sdo moléculas muito semelhantes (Figura 2),
diferindo apenas pela presenca, no ergosterol, de um grupo metila adicional, além
de uma dupla ligacdo na cadeia lateral e outra dupla ligacdo no nucleo esteroide
(HUANG et al., 2002).

A maior afinidade da AmB por ergosterol é explicada pela existéncia da
ligagéo dupla no carbono 22 do esteroide, o que Ihe confere uma forma plana, que
favoreceria o contato com o antibiético, através das forcas de van der Waals. Em
contraste, a forma plana € apenas uma das possiveis conforma¢des assumidas para
o colesterol, ja que a inexisténcia da dupla ligacdo na sua cadeia lateral torna a
molécula mais flexivel, dificultando as interacdes entre os compostos (BARRATT &
BRETAGNE, 2007; BRAJTBURG et al., 1990).
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Figura 2 — Estruturas quimicas das moléculas do colesterol e ergosterol

Colesterol

Fonte: Adaptado de PENCER et al., 2005

Sabendo que a forma de associacdo monomérica da AmB apresenta uma
capacidade muito pequena de formar poros em membranas constituidas de
colesterol, podemos inferir que a AmB no estado de associagdo monomérico deve
apresentar menor toxicidade. Portanto, uma formulagdo que assegure que o farmaco
seja liberado apenas como monémeros, certamente, promoverd um indice
terapéutico maior.

Antes do advento de novas formulacbes de AmB, os médicos
frequentemente reduziam as doses diarias de AmB convencional ou passavam a
administra-la em dias alternados, para mitigar as chances de ocorréncia de
nefrotoxicidade naqueles pacientes que apresentavam aumento dos niveis séricos
de creatinina no decorrer do tratamento. Porém, a reducdo da dosagem de AmB
aumentava os riscos de falhas na terapia antifungica. Outras estratégias, sem
sucesso, para prevenir nefrotoxicidade também foram documentadas, como a
mistura de AmB com emulsées lipidicas (Intralipid®), co-administracéo de diuréticos
e aumento da taxa de infusdo (DERAY, 2002; KLEINBERG, 2006).

Dessa forma, por mais de vinte anos, as pesquisas tem sido direcionadas
para reformular a AmB, pela substituicdo do desoxicolato de sodio por outros
constituintes que melhorem sua tolerabilidade e eficacia (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

No final da década de 90, trés formulacdes lipidicas tiveram seus registros
aprovados pelo U.S Food and Drug Administration (FDA). Essas formulagbes
lipidicas compartilham a caracteristica primordial de reduzirem a incidéncia de

nefrotoxicidade, quando comparadas com a formulagcdo convencional, porém o
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mecanismo exato ainda é desconhecido. Presume-se que com o uso das
formulagdes lipidicas, as quantidades do farmaco livre e, por conseguinte, disponivel
para se ligar as células epiteliais renais, sejam menores, levando-se em
consideracdo que as ceélulas dos mamiferos sdo afetadas somente por altas
concentracbes de AmB livre (KLEINBERG, 2006). Além disso, sabe-se que a forma
agregada é a grande responsavel pela toxicidade da AmB e nos sistemas lipidicos a
AmB apresenta-se incorporada em sua forma monomérica acarretando em uma
menor toxicidade (BARRAT & BRETAGNE, 2007; TORRADO et al., 2007).

ABLC, a primeira formulacgéo lipidica aprovada pelo FDA, em 1995, consiste
num complexo lipidico com AmB de estrutura multilamelar “ribbon-like”, constituido
de diesteroilfosfatidilcolina (DMPC) e diesteroilfosfatidilglicerol (DMPG) em razéo
molar de 7:3 com 36 mol% de AmB (Abelcet®).

Pifiero et al. (2002) compararam a suscetibilidade de cepas de Leishmania
infantum isoladas de pacientes HIV-positivos a Abelcet® e Fungizone®. Os
experimentos mostraram que Abelcet® teve uma maior atividade leishmanicida do
que Fungizone® sobre as formas promastigotas, como também sobre as
amastigotas.

Hooshmand-Rad et al. (2005) analisaram mais de 500 casos de pacientes
idosos imunocomprometidos em tratamento de infec¢cdo fungica invasiva. Os autores
puderam demonstrar que ABLC e AmB convencional foram igualmente efetivas, mas
a formulacao lipidica provocou menor incidéncia de toxicidade renal.

ABCD, uma disperséo coloidal de AmB em sulfato de colesterila s6dica em
razdo molar 1:1, formulada em particulas discoides, obteve sua aprovacgéo pelo FDA
em 1996, sob o nome comercial de Amphocil®. No ano seguinte, Ambisome®, uma
preparacdo lipossbmica de vesiculas unilamelares pequenas, constituidas de
fosfatidicolina de soja, colesterol, diesteroilfosfatidilglicerol e AmB, em razdo molar
de 2:1:0,8:0,4, também foi aprovada (FILIPPIN & SOUZA, 2006).

Um estudo clinico randomizado comparando a seguranca e eficacia de
Ambisome® e Abelcet® foi publicado por Wingard et al. (2000). Duzentos e quarenta
e quatro pacientes neutropénicos e com estado febril constante foram tratados com
AmBisome® (3 ou 5mg/kg/dia) ou Abelcet® (5mg/kg/dia). O tratamento empirico foi
bem sucedido em todos os grupos avaliados, mas o0s pacientes tratados com
AmBisome® apresentaram menos efeitos colaterais relacionados a infusdo como

febre, calafrios, tremores, além da significativa reducdo da incidéncia de
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nefrotoxicidade. Maior ocorréncia de efeitos colaterais relatados para Abelcet®

também foi observado por Fleming et al. (2001), em estudo com 75 pacientes
leucémicos que foram divididos em grupos para tratamento com Abelcet® ou
AmBisome®. Porém, este Ultimo grupo apresentou anormalidades na funcao
hepatica no final do tratamento.

Uma comparacao das atividades das trés formulacdes lipidicas de AmB na
leishmaniose visceral concluiu que Ambisome® e Amphocil® foram mais ativas com
dose efetiva média (DEsp) de 0,3 e 0,7mg/kg, respectivamente, do que Abelcet®
(DEsp de 2,7mg/kg) contra L. donovani em camundongos. Ja no teste com
macréfagos peritoneais, Fungizone® e Amphocil® foram significativamente mais
ativos (DEso de 0,013 e 0,02ug/ml, respectivamente) do que Ambisome® e Abelcet®
(DEsp de 1,5 e 2,6ug/ml). Os autores comentam que essas diferencas podem ser
resultantes das interacfes das formula¢cdes com o meio bioldégico e sua captura
pelos diferentes tipos de células. E alertam para o fato que as atividades in vitro,
nem sempre, sé@o preditivas das atividades in vivo (YARDLEY & CROFT, 2000).

A baixa solubilidade da AmB em meio aquoso, sua alta toxicidade nas
dispersbes convencionais e o0s elevados custos das formulacdes lipidicas tem
estimulado o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo para este farmaco.
Somado a isto, a solubilizacdo de farmacos de reduzida hidrossolubilidade visando
sua administracdo parenteral representa um grande desafio na area de
desenvolvimento de medicamentos. LimitacGes relacionadas a biocompatibilidade
dos adjuvantes empregados, ocorréncia de dor e de possivel precipitacdo dos
farmacos durante a administracdo sao relatados para algumas das estratégias
comumente empregadas. Neste contexto, sistemas nanoestruturados tem se

mostrado promissores.
2.3 Nanoemulsodes

NE do tipo 6leo em agua tem sido empregadas ha mais de 40 anos como
fonte de calorias e acidos graxos essenciais e, mais recentemente, como sistemas
de liberagdo de farmacos devido a sua biocompatibilidade, relativa estabilidade,
habilidade de solubilizar compostos hidrofébicos, reduzir a toxicidade e proteger os
farmacos de hidrélise e degradacdo enzimatica nas condicdes fisioldgicas (ARAUJO
et al., 2011; BRUXEL et al., 2012; FLOYD, 1999; KELMANN et al., 2007).
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As NE, também referidas na literatura como miniemulsfes, emulsdes
ultrafinas, submicroemulsdes, microemulsées instaveis, representam uma classe de
emulsdes de aparéncia transparente ou translicida, com tamanho de goticulas entre
20-500 nm (ARAUJO et al., 2011; BHATT et al., 2013; PEY et al., 2006).

Sob o0 ponto de vista termodindmico, assim como as emulsdes
convencionais (tamanho em pum), as NE s&o consideradas sistemas instaveis ou
metaestaveis (diferentemente das emulsées). Como a cinética de desestabilizacéo
das NE é muito lenta, cerca de meses, elas sdo consideradas cineticamente
estaveis. Devido principalmente ao tamanho diminuto das goticulas, que previne os
fendmenos de instabilidade (ANTON & VANDAMME, 2011; TADROS et al., 2004).

Ao contrario das microemulsdes que se formam espontaneamente, as NE
requerem a aplicacdo de energia ao sistema, proveniente de dispositivos mecanicos
ou do potencial quimico dos componentes, sendo necessaria para romper as
goticulas maiores em tamanhos menores (MASON et al.,, 2006; SOLANS et al.,
2005).

Véarios métodos podem ser utilizados para obtencdo de NE, os quais tém
sido classificados em métodos de alta energia e de baixa energia. Os métodos que
empregam alta energia incluem a microfluidizacdo, homogeneizacao a alta presséo
e sonicacgdo, que requerem equipamentos especificos para obtencado de diametros
reduzidos. Métodos de baixa energia fazem uso de transicdes de fase que tomam
lugar durante o processo de emulsificacdo como resultado de uma alteracdo na
curvatura espontanea do tensoativo, seja por uma alteragdo da temperatura, no caso
do método da temperatura de transicdo de fases, como pela alteragcdo da
composicdo do sistema, no método do ponto de inversdo da emulsdo. Também
descrito como método de baixa energia, a emulsificacdo espontanea ocorre pela
solubilizagdo dos constituintes da fase interna em um solvente organico, que em
seguida sao vertidos na fase aquosa, com posterior retirada do solvente, geralmente
por destilacdo sob pressédo reduzida (BRUXEL et al., 2012; PEY et al., 2006;
SOLANS et al., 2005).

A técnica de emulsificacdo por ultrassom, também conhecida como
sonicacdo, € descrita como método rapido e eficiente para formulacdo de NE
estaveis com pequeno didametro de goticulas e com reduzida polidisperséo. Durante
a sonicacao, ondas sonoras produzidas pelo sonotrodo causam vibragbes

mecanicas, seguidas pelo processo de cavitagdo acustica, no qual as goticulas da
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emulsdo sofrem violentos colapsos, gerando goticulas menores. O didametro das
goticulas também pode ser controlado pela otimizacdo de outros parametros como a
proporcdo de Oleo e tensoativos, viscosidade da fase continua, tempo de
emulsificacao e energia aplicada (GHOSH et al., 2013; NAKABAYASHI et al., 2011).

2.3.1 Constituintes das nanoemulsdes

2.3.1.1 Tensoativos

A selecdao de emulsificantes adequados, capazes de formar mono ou
multicamadas em torno das goticulas oleosas, de forma a reduzir a tenséo interfacial
e/ou aumentar a repulsdo entre as goticulas, € um dos principais fatores
relacionados a estabilidade do sistema de liberacdo (BRUXEL et al., 2012).

Os tensoativos séo substancias caracterizadas pela presenca de uma regiao
polar e outra apolar em suas estruturas moleculares. Podem formar emulsées do
tipo agua em o6leo (A/O) ou 6leo em &agua (O/A), as quais sdo definidas,
principalmente, pelo equilibrio apresentado entre a parte polar e a apolar do
tensoativo empregado, denominado tecnicamente de Equilibrio Hidrofilo-Lipofilo
(EHL). Existem quatro principais categorias para os tensoativos, dependendo do
grau de ionizacdo em solucdo aquosa: anidnico, catibnico, ndo-ibnico e anfétero
(BILLANY, 2005).

Os tensoativos nao-ibnicos mostram vantagens particulares devido a suas
baixas toxicidade e irritabilidade, sendo alguns, consequentemente, utilizados em
preparacdes orais e parenterais. Possuem também maior grau de compatibilidade
com diversas substancias, quando comparados aos tensoativos catidnicos e
aniénicos e sdo menos sensiveis as alteracdes de pH ou a adicdo de eletrdlitos
(BILLANY, 2005).

Na grande maioria dos tensoativos ndo-iénicos, a parte polar é formada por
uma cadeia de um poliéter consistindo de um grupo de unidades de éxido de etileno
polimerizadas (cadeia polioxietilénica) ligadas a uma parte apolar (DALTIN, 2011).

Kolliphor® HS 15 (KHS15, Sigma-Aldrich, Alemanha), nome comercial
anterior Solutol® HS 15, é um tensoativo n&o-iénico hidrossolivel, desenvolvido para

emprego em formulagdes parenterais. E sintetizado pela reacdo de um mol do &cido
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12-hidroxiestearico com 15 mols de éxido de etileno. Apresenta valor de EHL de 14-
16 (BASF, 2012).

Cerca de 70% de sua estrutura (Figura 3) € lipofilica, podendo apresentar-
se como mono- e di-ésteres de poliglicol do acido 12-hidroxiesteéarico, combinados
com moléculas de polietilenoglicol (30%), que representam a porcao hidrofilica do
tensoativo (ILLUM et al, 2012; STRICKLEY, 2004).

Figura 3 — Estrutura quimica do KoIIiphor® HS 15
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Este tensoativo tem aplicacdo em formulagcbes orais e parenterais
produzidas em varios paises e atende as especificacbes das Farmacopeias
Americana (Polyoxyl 15 Hydroxystearate) e Europeia (Macrogol 15 Hydroxystearate)
(BASF, 2012).

Para administracao intravenosa, KHS15 é empregado em concentracdes
de até 50% para solubilizar propanidid no Panitol® (Cryopharma, México) e a 7%
para fitomenadiona no Vitamin K1® (Sabex, Canadd). Outras preparacoes
comerciais incluem o diclofenaco no Oxadisten® (Laboratérios Beta, Argentina),
formulacbes parenterais de farmacos lipofilicos (miconazol, alfadolona, alfaloxona,
nifedipino e piroxicam) e formulagBes orais, como o0s comprimidos revestidos
Salvysat® (Ysatfabrik, Alemanha) (BASF, 2012; ILLUM et al, 2012; STRICKLEY,
2004).

Existem varios relatos na literatura de nanocarreadores para
administragcdo parenteral contendo KHS15. Corswant et al. (1998) foram os
primeiros a divulgar o desenvolvimento de microemulsdes baseadas na combinacao
KHS15, lecitina de soja, PEG 400 e triglicerideos de cadeia média (MCT). Estudos

em ratos indicaram que essas microemulsées nao afetaram, significativamente, o
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equilibrio 4cido-base, os eletrdlitos do plasma, a pressédo sanguinea ou a frequéncia
cardiaca. E concluiram que o sistema poderia solubilizar com sucesso farmacos
como o felodipino. Darole et al. (2008) desenvolveram microemulsbes de AmB a
base de KHS15, Peceol e Myrj-52, que apresentaram maior DLs; do que o
medicamento convencional (Fungizone®). Um composto altamente lipofilico, o éster
de ibuprofeno-eugenol, foi incorporado em sistema microemulsionado contendo
KHS15, etanol e MCT por Zhao et al. (2005). Os autores observaram gque esse
sistema alcancou melhor perfil farmacocinético em comparacdo com a solucéo,
quando analisados os parametros area sob a curva e tempo de circulacdo.
Microemulsées de propofol, KHS15 e Tween® 80 propiciaram menos dor & injecdo
do que a emulsdo (Propovan®) disponivel no mercado (DATE & NAGARSENKER,
2008). Hirsjarvi et al. (2013) desenvolveram nanocapsulas furtivas com KHS15,
Lipoid®, Labrafac®, cloreto de sédio e 4gua. Schwarz et al. (2012) associaram os
tensoativos KHS15 e Span 20, com Miglyol 812 e agua para preparar NE multiplas
A/O/A de aciclovir para liberacdo transdérmica. Borhade et al. (2012) também
empregaram o tensoativo nas suas NE de clotrimazol para tratamento da malaria por
via oral e demonstraram que as formulacdes foram eficazes, seguras e se
mantiveram estaveis. Gao et al. (2011) conseguiram melhorar a absorcao oral de
candesartana cilexetila através da incorporacdo em NE formuladas com KHS15,
Tween 80, Oleo de soja e agua.

As moléculas Brij® (Sigma-Aldrich, Alemanha) sdo tensoativos né&o-
ibnicos, conhecidos como éteres do polioxietilieno e representados pela formula
geral C,EOn, na qual EO representa as unidades de 6xido de etileno (OCH,CH,).
Estdo disponiveis comercialmente com varios comprimentos de cadeia acila (parte
hidrofébica) e da cadeia de polioxietileno (parte hidrofilica) (PARK et al., 2000;
TAGAMI et al., 2011). Polioxietileno (2) cetil éter, nome comercial Brij® 52, tem
formula molecular C16H33(OCH2CH>),OH e valor de EHL de 5,3.

Os compostos da familia Brij® tem sido empregados em varias
preparacdes farmacéuticas como carreadores ndo-ibnicos e de baixa toxicidade
(JIAO, 2008; RIBEIRO et al., 2012; SOWMIYA et al., 2010).

Microemulsbes para liberagdo transdérmica de farmacos hidrofébicos
foram desenvolvidas por Junyaprasert et al. (2007) utilizando Brij 97 como
tensoativo. Pardakhty et al. (2007) prepararam niossomas com cada um de sete

tipos de Brij®, para comparar a eficacia das formulacdes na protecdo da insulina
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contra degradacdo enzimatica, concluindo que os sistemas sao promissores
carreadores para administracao por via oral desta proteina.

Kapoor et al. (2009) demonstraram as vantagens do Brij 78 como
constituinte de carreadores para liberacdo prolongada de ciclosporina A a partir de
lentes de contato p-HEMA (poli-hidroxietii metacrilato). Saettone et al. (1996)
avaliaram a permeabilidade através da cérnea de varios antagonistas de receptores
B-adrenérgicos para o tratamento do glaucoma, na presenca de Brij 35, Brij 78 ou
Brij 98, chegando a conclusdo que os tensoativos polioxietilados sdo eficazes e
seguros como promotores de permeacao.

FormulacBes com Brij® para aplicacdo por via parenteral também j& foram
objeto de alguns estudos. Tagami et al. (2011) desenvolveram lipossomas para
liberacdo do antineoplasico doxorrubicina, utilizando um total de doze integrantes da
familia Brij® como tensoativos, sendo um para cada formulacdo. Foi comparada a
eficiéncia de encapsulacéo do farmaco pelas formulacdes lipossomais, com base no
comprimento da cadeia acila e da cadeia de polioxietileno, como também no peso
molecular de cada Brij® selecionado, obtendo variacdo de 3-100%. Todas as
formulacbes submetidas ao teste de compatibilidade sanguinea in vitro
apresentaram baixa atividade hemolitica. Fato também observado por Wang et al.
(2006) para as NE de nalbufina preparadas com Brij 30 ou Brij 98. Os autores
relataram atividade analgésica significativamente prolongada pela incorporacdo do

farmaco, especialmente, nas NE formuladas com Brij 98.
2.3.1.2 Fase oleosa

A maioria dos Oleos usados em sistemas nanoemulsionados para uso
farmacéutico sdo volumosos e semi-polares, ao contrario dos 6leos hidrocarbdnicos
(alcanos) que sdo comumente utilizados em outras aplicagdes. Dessa forma, 0s
trigliceridos de cadeia média e longa, como o Miglyol, e os ésteres de acido graxo,
como o palmitato e o miristato de isopropila sdo farmaceuticamente aceitaveis e
bastante utilizados na obten¢&o de micro e nanoemulsdes (GOMES, 2010).

Na Figura 4, podemos observar a estrutura quimica do miristato de
isopropila (MIP), formula molecular Ci7H340,, também conhecido por éster

isopropilico do &cido miristico ou tetradecanoato de isopropila. O éleo € obtido pela
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reacdo do cloreto de miristila com 2-propanol. E um liquido de baixa viscosidade,
inodoro e praticamente incolor (GENNARO, 2005).

Figura 4 — Estrutura quimica da molécula do miristato de isopropila
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Fonte: MERCK, 2013

Alguns estudos utilizaram o MIP como fase oleosa nas micro e
nanoemulsdées de AmB. Brime et al. (2002) desenvolveram microemulsdes de AmB
através da combinacdo de MIP, lecitina, Brij 96 e agua. A formulacdo demonstrou
ser menos téxica que o Fungizone® nos estudos de toxicidade aguda realizado em
camundongos e bastante eficaz na incorporacdo do farmaco, com taxa de
encapsulacdo de 98%. Qing-Ping et al. (2009) propuseram a liberagcéo transdérmica
de AmB através das microemulsdes de MIP, Tween® 80, &lcool isopropilico e agua.
NE de AmB foram obtidas por Salerno et al. (2013) ao associar MIP, lecitina, Brij 97
e agua. Os autores relataram que, para as mesmas concentracdes de lecitina, as NE
foram superiores as dispersdes de lecitina na solubilizacdo do farmaco e, assim,
concluiram que a estrutura da formulacéo, e ndo os componentes individuais, seria

responsavel por essa maior solubilizacdo da AmB.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem por objetivo o desenvolvimento e caracterizacdo de

NE de AmB de uso parenteral visando sua atividade leishmanicida.

3.2 Objetivos especificos

e Construcdo de diagramas de fase pseudoternarios para identificacdo das
regides de NE;

e Desenvolvimento e caracterizacao fisico-quimica das formulacdes;

e Determinacao da eficiéncia de incorporacdo da AmB nas NE;

e Avaliacéo dos estudos de estabilidade preliminar das formulacdes;

e Analise da atividade das NE contendo AmB sobre as formas promastigotas de

Leishmania chagasi.
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4. Materiais e métodos

4.1 Materiais

4.1.1 Matérias-primas, reagentes e solventes

Acido cloridrico P.A, Vetec, Brasil;

Alcool metilico P.A — ACS, Sol-Tech, Brasil;
Anfotericina B, Pharma Nostra, Brasil;

Brij® 52, Sigma-Aldrich, Alemanha;

Hidroxido de sédio P.A — ACS, Dinamica, Brasil,
Kolliphor® HS 15, Sigma-Aldrich, Alemanha;

Miristato de isopropila, Plam Oleo, Malésia;

4.1.2 Equipamentos

Agitador magnético RH basic 1, IKA, Alemanha;

Analisador de espalhamento dinamico de luz ZetaPlus, Brookhaven, U.S.A;
Balanca analitica Adventurer, Ohaus, México;

Banho-maria SL 155/10, Solab, Brasil;

Condutivimetro mCA 150, MS Tecnopon, Brasil;

Desruptor de células ultrasénico (Sonicador), Unique, Brasil;
Espectrofotdmetro UV-Vis 1240, Shimadzu, Japao;

Estufa microprocessada de secagem Q317M-32, Quimis, Brasil;

Filtros de seringa com porosidade de 0,45um (membrana de celulose
regenerada, Minisart® RC 25, Sartorius, Alemanha) e de 0,22um (membrana
de polietersulfona, Minisart® High Flow, Sartorius, Alemanha;

Geladeira CFC 28A, Consul, Brasil;

Incubadora B.O.D TE-391, Tecnal, Brasil;

Lavadora ultrasénica, Unique, Brasil;

Medidor de pH mPA 210, MS Tecnopon, Brasil;

Microscopio de luz polarizada Leitz DM RXE (Leica, Weitzlar, Alemanha),
acoplado com camera 2M Pixel Moticam 2000 e Software analisador de
imagem Motic Images Advanced 3.2;

Microscopio eletrénico de transmissao Morgagni, FEI, E.U.A;

Mini centrifuga de bancada NI11801, Nova Instruments, Brasil,
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e Moddulo calorimétrico exploratério diferencial DSC Q20, TA Instruments,
E.U.A;

e Modulo termogravimétrico TG Q600, TA Instruments, E.U.A;

e Sistema purificador de dgua OS10LX, Gehaka, Brasil;

e Vortex V1, IKA, Alemanha.

4.2 Métodos
4.2.1 Construcdo dos diagramas de fase pseudoternarios

A partir da mistura dos tensoativos (KHS15 e Brij® 52), nas proporcdes de 1:9;
3:7; 5:5; 7:3; 9:1, foram preparadas amostras de 5g, compostas de 10 a 90% da
mistura. A esta combinacéo, foi adicionada a fase oleosa (MIP) em concentracfes
decrescentes correspondentes de 90 a 10%. A fase aquosa (agua destilada) foi
adicionada com uma pipeta automatica, a temperatura ambiente. Em seguida, o
sistema foi homogeneizado com bastéo de vidro. Apos cada adi¢do da fase aquosa,
o produto final era homogeneizado e submetido a ciclos de agitacdo no sonicador,
com poténcia de 250 Watts, durante 1min, seguido de banho de ultrassom, por 1min,
a temperatura ambiente.

As alteracdes ocorridas nos sistemas apos adicao de cada aliquota de agua
foram analisadas visualmente. Considerando as propor¢cdes dos componentes
(tensoativos, fase oleosa e fase aquosa), foi possivel plotar todas as alteracdes do
produto final em diagrama de fases, por meio do Software Origin® Pro 8.

Esse diagrama em forma de triangulo equilatero apresenta em cada um de
seus vértices: propor¢cdo de 100% em massa de fase oleosa, 100% em massa de
fase aquosa e 100% em massa de mistura de tensoativos.

A partir destes dados foram selecionados sistemas nanoemulsionados, em
funcdo do volume de fase interna (fase oleosa), da percentagem de tensoativos e de
fase externa (fase aquosa), para caracterizacdo fisico-quimica, incorporacdo da

AmB e testes de atividade leishmanicida.

4.2.2 Incorporagéo da anfotericina B nas nanoemulsdes
AmB, na concentracdo de 2,5mg/mL foi incorporada nas NE sob agitacéo

continua, em agitador magnético, a temperatura ambiente. Ap6s 1min, o pH da NE
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foi aumentado através da adicdo de uma solucdo de hidroxido de sodio 1N, até
completa dissolugdo da AmB, o que ocorre por volta do pH 12. Subsequentemente,
o pH foi reduzido a 7,0-7,5, usando uma solucdo de &cido cloridrico 1N
(DAMASCENO et al., 2012).

4.2.3 Eficiéncia de incorporagao da anfotericina B nas nanoemulsdes

O conteudo de AmB nas NE foi avaliado apos centrifugacéo a 11000g por
10min e apos filtragdo com filtros de seringa com tamanhos de poro de 0,45 e
0,22um. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro UV-vis na absorbancia
de 405nm. Para este experimento, as NE foram diluidas em metanol, de modo a
atingirem a concentracdo de 5x10°mg/mL (DAMASCENO et al., 2012; SANTOS et
al., 2012; SILVEIRA, 2009).

4.2.4 Caracterizacao fisico-quimica das nanoemulsdes

4.2.4.1 Determinacéo do pH

O pH das formulacdes foi determinado sem diluicdo prévia, através do
mergulho do eletrodo diretamente na amostra. O equipamento havia sido
previamente calibrado com solu¢des padréo pH 4,0 e pH 7,0. Os resultados foram

expressos como a média de trés determinacoes.

4.2.4.2 Determinacéo da condutividade

A condutividade das formulacbes foi determinada através do mergulho da
célula de vidro diretamente na amostra. O equipamento havia sido previamente
calibrado com solucdo padrdo 146,9uS/cm. Os resultados foram expressos como a

média de trés determinacdes.

4.2.4.3 Microscopia de luz polarizada

As formulagbes selecionadas com e sem AmB foram examinadas sob luz
polarizada e ndo-polarizada. Uma aliquota de cada amostra foi colocada sobre uma
lamina e observada ao microscopio modelo Leitz DM RXE (Leica, Weitzlar,
Alemanha), acoplado com camera 2M Pixel modelo Moticam 2000 e Software
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analisador de imagem Motic Images Advanced 3.2. As fotomicrografias foram
obtidas sob ética normal, com e sem filtro polarizador, para determinar se as
amostras exibiam birrefringéncia otica. Esta analise foi realizada no Laboratorio
Multiusuario de Imagens da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" (UNESP).

4.2.4.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Microscopia eletronica de transmissdao foi utilizada para determinar a
morfologia das formulagbes. Volumes de 5-10uL das NE foram adicionados em
grades cobertas com filme de holey carbon. O excesso de liquido foi retirado com
papel de filtro e as amostras foram coradas com acido fosfotungstico (PTA) a 2%. As
grades foram examinadas em microscopio eletronico de transmissdo FEI Morgagni.
Experimento realizado no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste
(CETENE).

4.2.4.5 Determinacdo do diametro, indice de polidispersdo e potencial Zeta das

goticulas por espalhamento dindmico de luz

O diametro médio das goticulas, o indice de polidisperséo e o potencial Zeta
foram obtidos através de andlise por espalhamento dinamico de luz (DLS - Dynamic
Light Scattering) usando o equipamento ZetaPlus (Brookhaven, Holtsville, NY, USA),
localizado no Nuacleo de Ensino e Pesquisa em Petrdleo e Gas (NUPEG) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

Cinco gramas de cada formulacdo foram preparados e armazenados em
frascos de cintilacdo isentos de poeira. Antes do teste, as amostras foram diluidas
em agua destilada na propor¢cdo de 1:20. Cada amostra foi transferida para uma
cubeta, a qual foi colocada na camara de analise, onde as determinacfes do
tamanho das goticulas foram realizadas sob um angulo fixo de 90° e com correlator
operando em modo paralelo. A temperatura do sistema foi mantida a 25°C, o
comprimento de onda do laser foi de 659nm. Foram realizadas 5 determinag¢des do
diametro, indice de polidispersédo e potencial Zeta das goticulas, com duracdo de
2min e 30s para cada amostra (SILVEIRA, 2009).
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4.2.4.6 Anélise térmica

Os ensaios da andlise térmica foram realizados no Laboratério de Anélise
Térmica da unidade do Laboratério de Certificagdo e Desenvolvimento de
Biomateriais do Nordeste, localizado no Departamento de Farmacia da Universidade
Estadual da Paraiba — CERTBIO/UEPB.

4.2.4.6.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas foram obtidas em um modulo
termogravimétrico TG modelo Q600 (TA - Instruments), na razdo de aquecimento de
10°C.min™* até 900°C. Foi utilizada atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 20mL.min™*
e massa de 5,00+0,05mg acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra.

A calibracdo do SDT TG/DTA Q600 foi realizada com padrdo de oxalato de

calcio.

4.2.4.6.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um modulo Calorimétrico Exploratério
Diferencial DSC modelo Q20 (TA - Instruments). Foram utilizadas amostras de
2,00+0,05mg, acondicionadas em cadinho de aluminio hermeticamente fechados. A
razdo de aquecimento variou da seguinte forma:

- Para os tensoativos Brij® 52 e KHS15: razdo de 5°C.min* até 200°C;

- Para o miristato de isopropila: as amostras foram inicialmente submetidas
ao resfriamento (25 a -50°C) a uma taxa de 5°C.min™, mantidas por 3min a -50°C.
Em seguida, foram aquecidas até a temperatura de 250°C (a uma taxa de
aquecimento de 10°C.min™);

-Para a AmB: razdo de 10°C.min™ até 400°C;

-Para as NE (Blank-NE e AmB-NE): as amostras foram inicialmente
submetidas ao resfriamento (25 a -70°C) a uma taxa de 5°C.min™, mantidas por
1min a -70°C. Em seguida, foram aquecidas até a temperatura de 250°C (a uma taxa
de aquecimento de 10°C.min™);

O DSC Q20 foi calibrado para a temperatura utilizando como padrdes os
pontos de fusdo do indio (PF= 156,6°C) e zinco metalico (PF= 419,5°C) com pureza
de 99,99°C. A calibragcédo para energia foi feita com base na entalpia de fusdo do
indio metalico (AHruszo = 28,54Jg™).
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As curvas TG e DSC foram analisadas pelo programa TA Instruments
Universal Analysis 2000, versdo 4.7A, da TA Instruments, a fim de caracterizar as

transicOes de fase, etapas de decomposicao e perda de massa das mesmas.

4.2.5 Avaliagéo da estabilidade preliminar

Para avaliagdo da estabilidade preliminar, as amostras foram submetidas

aos testes de centrifugacao, estresse térmico e ciclo gelo-degelo.

4.2.5.1 Centrifugacéo

Um mL de cada formulagéo foram distribuidos em tubos do tipo Eppendorf e
submetidos a ciclos de 1000, 2500 e 3500rpm (70, 440 e 863g, respectivamente) por

15 minutos em cada rotacao, a temperatura ambiente.
4.2.5.2 Estresse térmico

Cinco mL de cada formulacdo foram transferidos para tubos de ensaio. As
amostras, em triplicata, foram submetidas ao estresse térmico, em banho-maria
termostatizado, no intervalo de temperatura controlada entre 40-80°C, com
progresséo de elevacdo de 10°C a cada 30 min. As formulagdes foram avaliadas ao
término do processo, quando atingiram a temperatura de 80°C, por observacédo
visual, como também foram aferidos o pH e a condutividade. Ap6s repouso, até
retornarem a temperatura ambiente (25,0+2,0°C), foi observado se houve separacao

de fases das formulacgées.
4.2.5.3 Ciclo gelo-degelo

Cinco mL de cada amostra foram submetidos a seis ciclos gelo-degelo.
Cada ciclo consistindo de 24h a temperatura de 4,0+2,0°C (Geladeira Consul, CFC
28A) seguido de 24 horas a 45,0+2,0°C (Estufa Quimis, Q317M-32). As observacdes
quanto a existéncia de separacdo de fases, as determinagcbes do pH e da
condutividade foram realizadas antes do inicio do teste e ao final do 6° ciclo

(duracéo total do teste: 12 dias).
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4.2.6 Atividade leishmanicida

Os ensaios de atividade leishmanicida foram realizados no Laborat6rio de
Ensaios Antiparasitarios e de Radiobiologia Experimental, localizado no Centro de
Biociéncias da UFRN.

As formas promastigotas de Leishmania chagasi
(MHOM/BR/2000/merivaldo2) foram gentilmente cedidas pelas Prof? Dr2 Louisianny
Guerra da Rocha do referido laboratorio da UFRN. As cepas foram cultivadas em
meio bifasico NNN/LIT suplementado com 20% de SFB em uma proporcao de 3:2 e
incubadas em estufa B.O.D na temperatura de 27°C (ROCHA, 2006).

Diluicbes das amostras das NE (com e sem AmB) e da AmB micelar
(Anforicin® B, Cristdlia) foram realizadas para obter sistemas nas concentraces de
0,25;0,5;1,5; 2,5 e 5,0 ug/mL.

Vinte microlitros de cada amostra foram transferidas para placas tipo ELISA
de 96 pocos, contendo 80uL do meio de cultura com o inéculo com densidade
1x10°células/poco. O experimento foi executado em triplicata. Ap6s seis horas de
incubacédo das placas em estufa B.O.D a 27°C, a contagem das formas viaveis de
Leishmania chagasi foi realizada em camara hemocitométrica de Neubauer. A parte
da camara utilizada para contagem dos parasitos foi a mesma utlizada para
contagem de leucécitos. A leitura foi realizada em microscépio 6ptico com aumento
de 400 vezes. Foram contados os quatro quadrantes e calculada a média.

N&o foram contados rosetas ou emaranhados. Foi contado como uma
unidade as formas no inicio da divisdo. Formas que estavam em cima da linha e
muito proéximas dos quadrantes também foram contadas.

A atividade leishmanicida foi expressa como a concentracdo efetiva mediana
(CEsp), ou seja, aquela que causou 50% do efeito nos micro-organismos testados,
apos seis horas de incubacédo, sendo determinada por analises de regressao linear
das curvas de concentracéo-resposta.

4.2.7 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média = desvio-padrdo e analisados

através do emprego da andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste t de Student.



39

As diferengas entre as meédias foram consideradas estatisticamente significativas

quando o valor de p foi inferior a 0,05.
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5. Resultados e discussao

5.1 Construcdo dos diagramas de fase pseudoternarios

A adsorcao da molécula do emulsionante a superficie das fases aquosa e
oleosa formando o filme interfacial € dependente da presenca simultanea de grupos
hidrofilicos e lipofilicos na molécula. O equilibrio entre a hidrofilia e lipofilia na
molécula, por sua vez, deve ser suficientemente adequado para evitar que o
emulsionante se solubilize completamente em apenas uma das fases do sistema,
inviabilizando assim a formacdo do filme interfacial e, consequentemente, a
estabilizacdo do sistema (SOUZA, 2007).

O conceito de equilibrio hidréfilo-lipofilo (EHL) foi introduzido por Griffin em
1948, quando ele classificou as propriedades hidrofilicas-lipofilicas dos
emulsionantes segundo uma escala numérica de 1 a 50, onde o valor de EHL
aumenta conforme a hidrofilia da substancia.

Substancias de EHL muito baixo, ou menor que 3, sdo acentuadamente
lipofilicas, apresentando apenas propriedades antiespumantes. Substancias de EHL
entre 3 e 9 ja apresentam propriedades emulsificantes dando origem a emulsdes do
tipo A/O. Substancias de EHL entre 9 e 16 comecam a apresentar caracteristicas
hidrofilicas dando origem a emulsdes do tipo O/A. Substancias de EHL acima de 16
ja apresentam caracteristicas acentuadamente hidrofilicas passando a atuar como
solubilizantes (PRISTA et al., 1990).

Do mesmo modo que as substancias emulsionantes, também sédo atribuidos
valores de EHL aos Oleos e substancias oleosas. Por consequéncia, para cada
emulsdo pode-se atribuir um valor particular de EHL, que é dependente da sua
composicdo e do tipo de emulsdo formada: O/A ou A/O, e serve para orientar a
escolha do tensoativo a ser utilizado. O escolhido deve possuir EHL igual ou o mais
proximo possivel da fase oleosa, podendo-se fazer a combinacdo de dois ou mais
emulsionantes de modo a obter-se um EHL resultante semelhante ao da fase oleosa
(ANSEL et al, 2000).

Para sistemas emulsionados com fase externa aquosa, um valor de EHL
entre 8 e 14 é primordial. Valores menores ou maiores induzirdo a solubilidade do

tensoativo no 6leo ou na agua, respectivamente (MACEDO et al., 2006).
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A fase oleosa desempenha um papel importante tanto na formacdo da
nanoemulsdo como na solubilizacdo do farmaco. Nem sempre o mesmo tipo de 6leo
gera condicOes favoraveis para ambos os casos (SOUZA, 2007).

Com base no conceito de EHL da fase oleosa, podemos direcionar a procura
pelo sistema de tensoativos ideal para estabilizar a formulagédo pretendida (DALTIN,
2011). A partir da selecao dos tensoativos, diferentes formulagbes séo preparadas,
variando-se a concentracdo de cada componente, de modo a conhecer e avaliar as
consequéncias dessas combinacdes.

Ja que Brime et al. (2002) e Qing-Ping et al. (2009) desenvolveram sistemas
nanoemulsionados empregando o MIP como fase oleosa e obtiveram sucesso na
incorporacdo da AmB, o presente trabalho optou pelo mesmo 6leo.

Ja que o valor de EHL do MIP é igual a 12, foi determinada a escolha de um
tensoativo que tivessem um EHL mais alto, ou seja, com carater mais hidrofilico, e
outro tensoativo com EHL mais baixo, mais lipofilico. De forma que, ao serem
misturados pudessem resultar no EHL ideal da formulacdo, mais proximo do EHL da
fase oleosa, teoricamente.

Apo6s ampla pesquisa na literatura, apoiando-se, especialmente, em dados
de seguranca para administracdo parenteral e de eficacia na formacao de sistemas
nanoemulsionados, foram selecionados os tensoativos KHS15 (EHL: 14-16) e Brij®
52 (EHL: 5,3). Sendo essa associacdo de tensoativos inédita para formulacdo de
nanocarreadores.

Definidos os componentes necessarios, diagramas de fase pseudoternarios
foram construidos para identificar as regibes de formacdo de NE e,
consequentemente, para selecionar as proporcées ideais de tensoativos e 6leo da
formulacao.

Através das Figuras 5 e 6, pode-se observar uma relacdo diretamente
proporcional entre a area de NE formada e a proporcédo do tensoativo KHS15 em
relacdo ao Brij® 52. Nota-se também que & medida que a proporcdo de KHS15
aumenta, em detrimento da concentracdo de Brij® 52, a regido de NE cresce em
direcdo a maiores concentracdes de fase aquosa. Observacdes coerentes com a
propriedade de solubilidade dos tensoativos. KHS15 por ter maior valor de EHL e,
portanto, ser mais hidrofilico, tem mais afinidade pela fase aquosa do sistema,

sendo o oposto valido também para o Brij® 52, que tem um baixo valor de EHL. E, de



42

acordo com o que explicaremos adiante, a fase em que o tensoativo € mais solluvel

tende a ser a fase continua ou externa da emulsao.

Figura 5 — Diagramas de fases pseudoternarios dos sistemas contendo Kolliphor® HS 15/Brij® 52 nas
proporcdes 1:9 (A), 3:7 (B), 5:5(C) e 7:3 (D)

LS T 7T
0,00 0,25 0,50 0,75 1.00
Miristato de Isopropila

Ls T L4 L4
0,00 0,25 0,50 0,76 1,00
Miristato de Isopropila

7 7
0,50 0,75 1.00

Miristato de Isopropila

7 7
0,50 0,75 1,00
Miristato de Isopropila

Legenda: SO - sistema opaco; ELO — emulséo liquida opaca; ELL — emulsao liquida leitosa; EMG —

emulgel; ESO — emulsao semissoélida opaca; ESL — emulséo semissoélida leitosa; NE — nanoemulsao.
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Figura 6 — Diagrama de fases pseudoternario do sistema contendo Kolliphor® HS15/Brij® 52 na
proporcao 9:1 destacando os pontos selecionados humerados
delab

ELL

/ 4 4
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Miristato de Isopropila

Legenda: SO - sistema opaco; ELO — emulséo liquida opaca; ELL — emulséo liquida leitosa; EMG —

emulgel; NE — nanoemulséo.

Para calculo do EHL de um sistema emulsionado, conforme a teoria de
Griffin, sdo levados em consideracdo o valor de EHL de cada tensoativo e sua

percentagem em peso no sistema, através da seguinte férmula:

EHLmistura = (EHL ensoativo A X Y0Ptensoativo A) + (EHLtensoativo B X Y0Ptensoativo B)
100

Para facilitar os célculos, estabelecemos o valor de EHL do KHS15 em 15 e
o EHL do Brij® 52 igual a 5 e obtivemos o EHL de cada diagrama de fases
pseudoternario, apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Valor de EHL para cada propor¢cdo de tensoativos utilizada nos diagramas de fase
pseudoternarios
Proporcgéo ‘
Kolliphor® HS15 / Brij® 52

3:7 8
5:5 10
7:3 12
9:1 14

A teoria da cunha orientada propfe que o0s tensoativos se orientam na
superficie e no interior de cada fase conforme as suas propriedades quimicas. Como
o tensoativo possui ha mesma molécula uma porcdo hidrofilica e outra porcéo
lipofilica, sera preferencialmente solivel em uma das fases, penetrando com maior
profundidade na fase pela qual tem maior afinidade. Dependendo da forma, do
tamanho da molécula e de suas caracteristicas de solubilidade, o tensoativo formaréa
uma estrutura com arranjo em cunha, que circundard as goticulas da fase dispersa
estabilizando a emulsdo. Tensoativos cuja por¢ao hidrofilica seja maior que a porcéo
lipofilica penetrardo mais profundamente na fase aquosa, que se curvara
envolvendo a fase oleosa, formando uma emulsdo O/A. Ja os tensoativos cuja
porcao lipofilica € maior que a porgéo hidrofilica penetrardo mais profundamente na
fase oleosa, que se curvara envolvendo a fase aquosa, formando uma emulsdo A/O
(ANSEL et al, 2000; PRISTA et al., 1990).

Assim os valores de EHL encontrados para os diagramas de fase e as
respectivas regides de NE formadas estdo em concordancia com a literatura. Para o
diagrama de fases KHS15/Brij® 52 1:9, com EHL igual a 6, muito inferior ao EHL do
MIP que é 12, ndo foi possivel consolidar o filme interfacial necesséario para
formacdo das NE. O diagrama 3:7 com EHL igual a 8 apresentou uma regidao de
nanoemulsdo mais localizada no vértice que representa a fase oleosa, indicando que
os sistemas formados tem o 6leo como fase externa. Fato que pode ser explicado
pela maior afinidade da mistura de tensoativos desse diagrama pela fase oleosa,
devido ao seu baixo valor de EHL. A localizacdo centralizada da regido de
nanoemulsdo observada no diagrama de fases 5:5 corresponde, provavelmente, a
sistemas com microestruturas bicontinuas, as quais podem indicar uma area de
transicéo gradual de sistemas A/O para O/A, devido ao EHL do diagrama ser igual a

10, préximo do EHL 12 do MIP e, nesse caso, favorecendo a formacao daquelas



45

estruturas. Maiores regides de NE foram formadas nos diagramas que empregaram
misturas de tensoativos com EHL maior ou igual ao do 6leo, correspondendo aos
diagramas KHS15/Brij® 52 7:3 e 9:1, indicando a eficiéncia desses sistemas na
formacdo do filme interfacial e estabilizacdo das NE contendo o MIP como fase
oleosa.

O diagrama de fases composto pelos tensoativos KHS15/Brij® 52 na
proporcao 9:1, por ter a maior regido de NE O/A, foi escolhido para selecdo dos

pontos a serem formulados e caracterizados (Figura 8 e Tabela 2).

Tabela 2 — Composicéo percentual (p/p) das formula¢des de nanoemulsées

NE 1 NE 2 NE 3 NE 4 NE 5
Fase aquosa 67,6 67,6 75 75 71,6
Miristato deQi)sopropiIa 8,5 12,5 8,5 5,1 8,5
Kolliphor™ HS15/
Brij® 52 (9:1) 23,9 19,9 16,5 19,9 19,9
Raz8o 6leo/tensoativo 0,35 0,62 0,51 0,25 0,42

5.2 Incorporagdo da AmB nas nanoemulsdes

Devido ao carater anfotérico da molécula de AmB, a sua incorporacdo nos
sistemas representa um desafio, pela sua insolubilidade tanto em meio aquoso como
oleoso. Contudo, alguns trabalhos tem descrito o uso de pH alcalino para solubiliza-
la (DAMASCENO et al., 2012; SILVEIRA, 2009).

A adicdo da AmB as Blank-NE reduziu drasticamente a transparéncia das
formulacg@es, situacdo que foi revertida apos adicdo da solugcdo de NaOH 1N aos
sistemas, indicando o favorecimento da incorporacdo da AmB.

Uma vez que o farmaco foi dissolvido, os sistemas foram neutralizados para
faixa de pH entre 7,0-7,5 através da adicdo de solucdo de HCI 1N. Este ajuste
diminuiu um pouco a transparéncia das formulacdes, em virtude, provavelmente, de
alguma interferéncia na tensao interfacial, jA que em pH neutro, a molécula de AmB
€ anfotérica, pois apresenta uma carboxila e um grupamento amino na sua estrutura,
com pKa de 5,5 e 10, respectivamente (PESTANA, 2009).
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5.3 Eficiéncia de incorporacdo da AmB nas nanoemulsdes

A eficiéncia de incorporacao (El) da AmB nas NE foi avaliada através de dois
meétodos: filtracdo e centrifugacdo. A EIl, expressa em percentagem, foi obtida pela
comparacao da concentracdo da AmB antes e apds cada teste.

No primeiro método, a determinacdo da El foi baseada na leitura das
absorbancias das amostras em espectrofotometro UV-Vis antes e apds passagem
pelos filtros com porosidade de 0,45um (membrana de celulose regenerada,
Minisart® RC 25, Sartorius, Alemanha) e de 0,22um (membrana de polietersulfona,
Minisart® High Flow, Sartorius, Alemanha). Os resultados mostram que ha perda de
AmB (Tabela 3). A andlise de variancia ratificou que as diferencas nas leituras antes
e apos cada filtracdo sao significativas (p<0,05). A primeira filtracdo, de 0,45um,
remove a AmB suspensa nhas formulagdes, que ndo se encontra incorporada. Nao
obstante, também foi observada remocdo de AmB apdés filtracdo esterilizante, fato
que pode ser atribuido a retencdo por adsorcéao no filtro, considerando a natureza
coloidal da fase dispersa da amostra. Perda de AmB ap0s filtracdo das formulaces
ja foi relatada na literatura. A influéncia da concentracdo de AmB na fase aquosa
das NE néo foi considerada, devido a sua baixa hidrossolubilidade (BRIME et al.,
2002; MORENO et al., 2001; SILVEIRA, et al., 2013).

Tabela 3 — Eficiéncia de incorporacdo (ElI) da AmB nas nanoemulsdes antes e apos filtracdo

+
Fase oleosa El (%) antes da

Amostra tensoativos filtragao El (%) 0,45um El (%) 0,22um
(%p/p)
AmB-NE 1 32,4 68,36 48,46 21,06
AmB-NE 2 32,4 66,16 48,86 22,36
AmB-NE 3 25 58,26 33,36 29,76
AmB-NE 4 25 59,06 40,46 15,06
AmB-NE 5 28,4 60,86 46,86 21,16

Comparando-se os dados da Tabela 3, referentes & EI da AmB antes da
filtracdo das NE com a composicdo percentual de fase oleosa e tensoativos,
podemos inferir que quanto maior a percentagem de Oleo e tensoativos da
formulag&o, maior conteudo de AmB é registrado. O que indica, por sua vez, a maior
importancia desses componentes na incorporacdo da AmB, em relacdo a fase

aguosa, conforme discutido anteriormente.
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O objetivo do teste de centrifugagcdo na avaliagio da EI nao era
desestabilizar as NE; pelo contrario, a proposta era separar os cristais de AmB n&o
incorporados aos sistemas. Todavia, como podemos perceber na Tabela 4, a
centrifugacdo das NE provocou uma reducéo drastica do conteudo de AmB. Todas
as amostras apresentaram um sedimento amarelo e sobrenadante quase limpido.
Uma explicagdo para esta ocorréncia sera dada mais adiante quando discutirmos os

resultados dos testes de estabilidade preliminar (Item 5.5)

Tabela 4 - Eficiéncia de incorporacdo (ElI) da AmB nas nanoemulsdes antes e depois da
centrifugacdo a 11000g por 10min

AMOSTRA SECOEWES El (%) depois

AmB-NE 1 62,16 0,06
AmB-NE 2 62,86 0,04
AmB-NE 3 60,66 0,04
AmB-NE 4 60,86 0,05
AmB-NE 5 61,86 0,04

5.4 Caracterizagao fisico-quimica das nanoemulsdes

5.4.1 Determinacao do pH

Tanto as formulagdes Blank-NE como as AmB-NE apresentaram pH neutro
(Tabela 5), que é o pH ideal para administracdo parenteral (FLOYD, 1999). Além
disso, a AmB possui maxima atividade terapéutica na faixa de pH entre 6,0 e 7,5
(KAUR & KAKKAR, 2010). Nao houve diferencas significativas (p > 0,05) no pH das
NE apdés incorporacdo da AmB, resultado concordante com outros estudos (COHEN
et al., 1996; NARS et al., 2012).

Tabela 5 — pH das nanoemulsdes antes (Blank-NE) e apds incorporacdo da AmB (AmB-NE)

AMOSTRA pH antes + DP pH AmB-NE + DP Valor de p
BLANK-NE 1 7,05+0,4 7,34 £ 0,29 0,08
BLANK-NE 2 7,13+0,5 7,24 +£0,3 0,83
BLANK-NE 3 7,02 + 0,75 7,06 + 0,02 0,93
BLANK-NE 4 72+0,6 7,01 + 0,08 0,66
BLANK-NE 5 6,97 £ 0,64 7,43 £ 0,08 0,28

DP: desvio-padrao
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5.4.2 Determinagéo da condutividade

De acordo com os valores obtidos para condutividade das amostras (Tabela
6) podemos classifica-las como NE O/A (MASMOUDI et al., 2005). Houve diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre a condutividade das NE antes e apoés
adicdo do farmaco. O aumento dos valores na condutividade apés adicdo da AmB
pode ser explicado pela uso das solucdes i6nicas (NaOH e HCI), necessarias para

incorporar o farmaco nos sistemas (SILVEIRA, 2009).

Tabela 6 — Condutividade das nanoemulsdes antes (Blank-NE) e apés incorporacao da AmB (AmB-
NE)

AMOSTRA Condutividade antes + DP  Condutividade AmB-NE + DP Valor de p
BLANK-NE 1 256,67 + 12,05 1542 + 195,95 0,0075
BLANK-NE 2 229,73 + 14,82 1376,33 + 94,13 0,0016
BLANK-NE 3 216,63 + 8,66 1464,33 + 55,08 0,0006
BLANK-NE 4 235,07 £ 6,31 1561,33 + 122,74 0,0029
BLANK-NE 5 233,77 £9,48 1339,67 + 92,2 0,0019

DP: desvio-padrao
5.4.3 Microscopia de luz polarizada

Uma maneira de classificar os sistemas € através da determinacdo da
isotropia Optica através da técnica de microscopia de luz polarizada. Trata-se de um
microscépio comum, no qual, junto ao condensador, existe um polarizador, que
orienta as ondas luminosas provenientes da fonte de luz em uma sé direcdo, em um
s6 plano. Sob um plano de luz polarizada a amostra € considerada anisotropica se
for capaz de desviar o plano da luz incidente e isotrOpica se ndo desviar a luz
(FORMARIZ, 2008; PESTANA, 2009).

A microscopia de luz polarizada € util para deteccao e diferenciacdo dos
cristais liquidos liotrépicos dos sistemas micro/nanoemulsionados, porque 0s
primeiros apresentam birrefringéncia, revelando texturas tipicas pretas e brancas
(“cruzes de Malta”), enquanto que as micro/nanoemulsdes revelam apenas um
campo escuro (CHANG & BODMEIER, 1997; FORMARIZ et al., 2007; HATHOUT et
al., 2010; KHANDAVILLI & PANCHAGNULA, 2007; MULLER-GOYMANN, 2004).

As Figuras 7 e 8 mostram as fotomicrografias das amostras que diferem

entre si pela proporcdo de tensoativos e de fase interna oleosa utilizada para obter
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as NE. A composicdo de cada NE esta descrita na Tabela 2. Nota-se que todas as
amostras apresentaram um comportamento isotrépico, representado pelo campo

escuro, ou seja, sob o plano de luz polarizada, ndo desviam a luz.

Figura 7 — Fotomicrografias dos sistemas nanoemulsionados (Blank-NE)

Blank-NE 1 Blank-NE 2 Blank-NE 3

Blank-NE 4 ‘ " BlankNE 5

Figura 8 — Fotomicrografias dos sistemas nanoemulsionados contendo o farmaco (AmB-NE)

AmB NE 1 % . AmB NE 2 1 AmB NE 3

AmB NE 4 AmB NE 5

5.4.4 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo € uma técnica largamente utilizada
para o estudo das NE, pois permite a captacdo de imagens de boa resolugéo, que
revelam a estrutura e ajudam na determinacao do tamanho dos sistemas analisados
(BALI et al., 2010).
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As fotomicrografias obtidas por MET das amostras Blank-NE 5 e AmB-NE 5
sdo mostradas nas Figuras 9 e 10. Percebe-se que ambas as NE, com ou sem o
farmaco, exibem estruturas de formato predominantemente esférico e de tamanho
nanometrico. As imagens claramente revelam regides de densidade diferentes, ou
seja, um nucleo escuro e um revestimento, provavelmente constituido pelas

moléculas dos tensoativos que se encontram adsorvidas a superficie das goticulas.

Fiur

a 9 — Fotomicrogr
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ank-NE 5 com destaque para zoom da goti
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Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 10 — Fotomicrografia obtida por MET da AmB-NE 5 com destaque para zoom de uma das
_goticul

Fonte: Aquivop ssoal

As goticulas apresentaram, praticamente, o dobro do tamanho determinado
pela técnica de espalhamento dindmico de luz (resultados a serem apresentados no
item 5.4.5), corroborando com estudos anteriores que relatam a possibilidade de
haver discrepancias no tamanho das goticulas ao comparar os resultados obtidos
com essas técnicas (GAUMET et al.,, 2008). Por esse motivo, 0s estudiosos
defendem que nenhum método isolado € plenamente satisfatorio para caracterizar
0s sistemas em termos de tamanho, portanto uma combinagédo de pelo menos duas
técnicas € recomendada, devendo uma delas ser microscépica (KLANG et al.,
2012).

Uma revisado recentemente publicada sobre microscopia eletrénica de NE
alerta para o fato que os procedimentos de secagem e coloragéo, utilizados na MET
para preparagdo da amostra, podem alterar sua estrutura e morfologia e, portanto, a
interpretacdo das imagens obtidas deve ser feita com muita cautela. Para contornar
esse entrave na obtencao de resultados totalmente fidedignos, os autores propdem
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a aplicacdo de métodos criogénicos para preparar as amostras (KLANG et al.,
2012).

Mesmo que a MET tenha revelado um maior diametro de goticulas, as
amostras ainda se enquadraram na faixa de tamanho caracteristica de NE e,

portanto, continuaram aptas para os estudos subsequentes.

5.4.5 Determinacdo do diametro, indice de polidispersdo e potencial Zeta das

goticulas por espalhamento dinamico de luz

A analise do tamanho das goticulas é feita para verificar se as formulacdes
apresentam tamanho nanométrico. O indice de polidispersdo revela a
homogeneidade da populacdo de goticulas, caracterizando uma distribuicdo de
tamanho monomodal ou polimodal. O potencial Zeta, por sua vez, € um fator
importante na previsdo da estabilidade das amostras e na interacdo com as células.

A técnica para determinacédo do diametro das NE, o espalhamento dinamico
de luz, utiliza a flutuacdo da intensidade da luz espalhada por goticulas em
suspensao, sob movimento Browniano no tempo, para se obter a distribuicdo
hidrodindmica do tamanho (XU, 2008). A partir desse principio, as goticulas maiores
movimentam-se mais lentamente e, consequentemente, a intensidade da luz flutua
lentamente, enquanto que goticulas menores movimentam-se mais rapidamente,
resultando na flutuacdo mais rapida da intensidade da luz. O equipamento é
responsavel pela correlacdo desses dois parametros para o calculo do diametro
meédio das goticulas (SOARES, 2009).

O tamanho médio, o indice de polidispersao e o potencial Zeta das amostras

de NE estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Determinacdo do tamanho, indice de polidispersdo e potencial Zeta por espalhamento
dindmico de luz

DIAMETRO + DP iNDICE DE POTENCIAL ZETA +

AMOSTRA (nm) POLIDISPERSAO + DP DP (mV)

Blank-NE 1 26,2+ 0,3 0,206 + 0,009 -11,83 + 1,58
Blank-NE 2 54,6 + 0,3 0,25 + 0,008 -13,27 + 4,34
Blank-NE 3 31,8+0,8 0,243 + 0,019 -10,49 + 2,28
Blank-NE 4 21,6+0,2 0,167 + 0,011 -14,07 + 3,79
Blank-NE 5 31,2+0,4 0,241 + 0,009 -14,6 + 3,35
AmB-NE 1 33,1+0,4 0,274 * 0,003 -10,57 + 1,21
AmB-NE 2 62,9+ 0,3 0,29 + 0,004 -2,07 + 1,04
AmB-NE 3 53,7+ 1,3 0,323 + 0,006 -4,49 + 0,62
AmB-NE 4 132,5 + 13,3 0,384 + 0,011 18,79+ 15
AmB-NE 5 49,2 +0,7 0,317 + 0,002 -16,14 + 2,91

DP: desvio-padrao
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O tamanho nanométrico pode ser explicado pela submisséo das formulagfes
ao processo de emulsificacdo por ultrassom, método de alta energia para o
desenvolvimento de NE. Este método tem sido documentado como rapido e eficiente
na producdo de NE estaveis, com pequeno diametro de goticulas e baixa
polidispersdao (DAMASCENO et al., 2012; GHOSH et al., 2013; NAKABAYASHI et
al., 2011).

Andlise mais aprofundada do diametro das NE mostra que os resultados
estdo em consonancia com a literatura, que afirma que o tamanho das goticulas é
inversamente proporcional a razdo o6leo/tensoativo. O processo de formulagdo de
uma emulsdo requer energia, sendo assim nao-espontaneo. Tensoativos agem
como emulsificantes por diminuirem a tenséo na interface 6leo-agua e minimizando
a energia requerida para estabilizar a emulsdo (GHOSH et al., 2013).

As Blank-NE 2, Blank-NE 5 e Blank-NE 4, que possuem a mesma
composigcdo percentual de tensoativos, apresentaram didmetro médio de goticulas
de 54,6; 31,2 e 21,6nm, respectivamente, 0 que se correlaciona com a percentagem
de 6leo na formulacéo, que € maior na Blank-NE 2 (12,5%), seguida da Blank-NE 5
(8,5%) e da Blank-NE 4 (5,1%).

A formulagdo Blank-NE 1 apresentou menor didmetro de goticulas (26,2nm)
comparando-se com a Blank-NE 3 (31,8nm). Essas NE possuem a mesma
guantidade de 6leo (8,5%), diferenciando-se na proporcéo de tensoativos, que € de
23,9% na primeira, contra 16,5% da segunda.

Sabendo-se que, matematicamente, para qualquer razdo, quanto maior o
valor do denominador, menor sera o valor desta razdo e comparando-se as razdes
Oleo/tensoativo das NE formuladas, percebemos que 0s menores valores se
correlacionam com as maiores percentagens de tensoativos nas formulacdes, o que
por sua vez, resultou em um menor tamanho de goticulas.

Comparacao estatistica pelo teste t de Student para os valores de diametro
médio revelou que as NE com e sem AmB apresentaram diferenca significativa de
tamanho (p<0,05), sugerindo que a incorporacdo do farmaco alterou o tamanho das
goticulas.

Além do diametro, foi obtido o indice de polidisperséo (IP) das amostras. O
calculo do IP considera o tamanho meédio da goticula, o indice de refracdo do
solvente, o angulo de medida e a variacdo da distribuicdo. Embora ndo exista uma

correlacéo linear entre um valor de IP e uma monodispersado da amostra verdadeira,
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em uma escala de 0 a 1, IP menor que 0,1 tem sido associado a um sistema
monodisperso, com alta homogeneidade na populacdo de goticulas, sugerindo uma
distribuicdo de tamanho monomodal. Por outro lado, valores altos de IP sugerem
uma distribuicdo de tamanho mais ampla ou polimodal. De modo geral, conforme
exposto na Tabela 7, os sistemas preparados apresentaram uma distribuicdo de
goticulas moderadamente homogénea (CALVO et al., 1996; GAUMET et al., 2008;
GOVENDER et al., 1999; SOARES, 2009).

O aumento no diametro das goticulas e no indice de polidispersdo das AmB-
NE quando comparadas com as Blank-NE indica a incorporagdo do farmaco nas NE.
AmB, por ser uma molécula anfifilica, interagiria fortemente com a camada
emulsionante do sistema, provocando esse aumento (NARS et al., 2012; ZHANG et
al., 2011). De fato, Washington et al. (1988), por meio de técnicas baseadas no
fendbmeno da fluorescéncia, identificaram a localizagdo da AmB na regido interfacial
das emulsdes. Damasceno et al. (2012) afirmam que devido ao carater anfotérico da
molécula de AmB em pH neutro, o farmaco também poderia ser particionado no
0leo, sendo considerada, portanto, uma fracdo adicional da fase oleosa do sistema,
aumentando o volume das goticulas.

Mesmo apresentando indices de polidispersdo mais elevados, as AmB-NE
revelaram uma distribuicdo de tamanho monomodal e a presenca de apenas uma

populacao de goticulas, como mostrado nas Figuras 11 a 15.

Figura 11 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-NE 1
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Figura 12 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-NE 2
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Figura 13 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-NE 3
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Figura 14 - Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-NE 4
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Figura 15 — Distribuicdo do tamanho de goticulas da AmB-NE 5
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Fonte: Arquivo pessoal

O desenvolvimento de um sistema de liberacdo enfrenta alguns desafios,
pois apdés serem administrados no organismo, devem alcancar o sitio-alvo,
permanecer no local de acdo para liberar o farmaco, preferencialmente de forma
controlada, limitando os efeitos adversos e garantindo biocompatibilidade (GAUMET
et al., 2008).

Tem sido enfatizado que o perfil de eliminag&o e a distribui¢do tissular dos
sistemas carreadores de farmacos sdo amplamente influenciados por seu tamanho e
caracteristicas de superficie (GAUMET et al., 2008; MOGHIMI et al., 2001).

Os sistemas de liberacdo, ao serem administrados pela via intravenosa,
antes de alcancar o sitio-alvo, passam por um processo de biodistribuicdo, logo apés
atravessarem as barreiras do epitélio e viajarem pelo leito vascular. A literatura
afirma que, apdés a administracdo, particulas/goticulas pequenas (<20-30 nm) sao,
quase que prontamente, eliminadas por excrecdo renal. Enquanto que,
particulas/goticulas maiores podem ser rapidamente capturadas pelas células do
sistema fagocitario-mononuclear presentes no figado, baco e, em menor extensao,
na medula 6ssea (MOGHIMI et al., 2001; NAKAOKA et al., 1997).

Contatos entre os sistemas carreadores coloidais e os macrofagos ocorrem
via reconhecimento das opsoninas na superficie dos transportadores ou através de
interacbes com os receptores do tipo scavenger das células de Kupffer. O tamanho
e 0 raio da curvatura dos coloides tém influéncia direta no contato e na
internalizacdo pelos macréfagos. Como as células de Kupffer tem uma superficie
rugosa, interacdes privilegiadas e Otima fagocitose ocorrem quando os coloides
apresentam tamanho entre 1 e 3 um. Particulas/goticulas menores oferecem menor

contato com a membrana celular e dependem de caminhos alternativos para
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adentrar as células (pinocitose ou endocitose) (BERTRAND & LEROUX, 2012;
CHAMPION et al., 2008; DOSHI & MITRAGORI, 2010).

A propriedade dos macréfagos de fagocitar elementos estranhos ao
organismo tem levantado estratégias com o intuito de evitar que os sistemas sejam
logo reconhecidos por estas células, de forma que se propiciem altas concentracfes
plasmaticas do farmaco, fazendo com que o principio ativo seja liberado no
compartimento vascular de modo continuo e controlado, o que teoricamente
garantiria maior eficacia terapéutica e menos efeitos adversos. Outras estratégias,
por sua vez, foram desenvolvidas para promover uma liberacdo direcionada de
agentes terapéuticos para os macrofagos, especificamente no caso de doencgas
como leishmaniose visceral, esquistossomose, brucelose e salmonelose, através
dos sistemas coloidais administrados por via parenteral, baseando-se na
patogénese da infeccdo (GAUMET et al., 2008; HEINEMANN et al., 1997; MOGHIMI
et al., 2001; NAKAOKA et al., 1997).

A localizacéo intracelular dos patégenos faz necessaria a administracdo de
doses relativamente altas de farmacos citotoxicos para efetivamente eliminar os
micro-organismos, elevando os riscos do aparecimento de efeitos adversos. Sendo
assim, uma abordagem racional para o problema seria direcionar o farmaco para os
macréfagos, de uma maneira que se diminuisse a interacdo do farmaco livre com os
tecidos excluidos do seu sitio de acédo (VYAS et al., 2000).

Até hoje, os carreadores de farmacos direcionados aos macrofagos mais
extensamente estudados s&o os lipossomas, as microesferas e nanoparticulas.
Varias propriedades fisico-quimicas desses carreadores de algum modo alteram sua
eficacia e especificidade aos macréfagos, incluindo hidrofilicidade, cargas de
superficie, composicdo, concentracdo e a presenca de ligantes (KUNJACHAN et al.,
2012).

Desde 1984, Roerdink et al. demonstraram que guanto menor o lipossoma
(usualmente, 100 nm de diametro), maior € a contribuicdo dos hepatdcitos na
captacdo hepatica total. O que, por sua vez, seria um reflexo do tamanho das
fenestracdes do endotélio sinusoidal hepatico, que apresenta de 100 a 150 nm de
didmetro.

Levando em consideracdo apenas o tamanho das formulacgées lipidicas de
AmB, Barratt & Bretagne (2007) resumem que: Ambisome® com diametro em torno

de 80 nm apresenta meia-vida longa e boa penetracdo nos tecidos; os discos de
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Amphocil® apesar do seu tamanho reduzido (120 nm), permanecem muito menos
tempo na circulagédo que o Ambisome® e rapidamente liberam AmB para as células
fagociticas; Abelcet® composto por suas estruturas em forma de fita (ribbon like) com
comprimento de 1 a 10 um s&o prontamente percebidos e acumulados nas células
do sistema fagocitario-mononuclear.

Essas diferengcas no tamanho, entre outros fatores, contribuem para
atividades diferenciadas nos estudos in vitro e in vivo. Por exemplo, esperava-se que
a atividade in vivo do Abelcet®, no tratamento da leishmaniose visceral, fosse similar
ou melhor do que Ambisome®, j& que o primeiro apresenta maior didmetro e,
portanto, seria mais rapidamente fagocitado pelos macréfagos. Contudo, o0s
resultados na pratica ndo se correlacionam com a teoria e podem ser explicados
pelo perfil farmacocinético do Ambisome®, que por alcancar uma maior area sob a
curva (ASC), expbBe mais tecidos a concentracfes terapéuticas de AmB, e é
também, eventualmente, fagocitado pelos macréfagos e direcionado para o figado e
baco. A presenca de AmB na circulacdo também pode causar um efeito
imunomodulador, promovendo a atividade inata dos macrofagos (BARRAT &
LEGRAND, 2005; TORRADO et al., 2007; YARDLEY & CROFT, 2000).

Romero & Morilla (2008), ao revisarem o0s sistemas de liberacdo de
farmacos no tratamento da leishmaniose, destacam que, in vitro, a captacdo da
formulacdo convencional de AmB pelos macrofagos € muito maior do que a do
Ambisome®; e que o Fungizone® demonstrou ser de 3 a 6 vezes mais ativo que
Ambisome® contra as formas promastigotas de Leishmania major e contra as
amastigotas de macréfagos murinos. J& nos experimentos in vivo, Ambisome®
demonstrou ser a formulacdo mais ativa e menos toxica, manteve altas
concentracbes de AmB no sangue, figado e baco, e diminuiu as concentracées nos
rins e pulmdes comparado-se com a formulagcdo convencional.

O potencial elétrico em torno da goticula no plano de cisalhamento é
chamado de potencial Zeta, e pode ser guantificado através da observacdo da
mobilidade eletroforética das goticulas submetidas a um campo elétrico (XU, 2008).
De certo modo, o potencial Zeta é um indicador para prever e controlar a
estabilidade dos sistemas coloidais. Quanto maior for o valor absoluto deste
potencial, mais carregada estara a superficie da goticula. Portanto, pode-se inferir
que essa concentracdo de cargas favorecerd as interagcbes repulsivas entre as

goticulas, levando a formacgéo de sistemas mais estaveis, por diminuir a tendéncia a
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agregacao, resultando em uma distribuicdo do tamanho das goticulas em suspenséo
mais uniforme (HANS & LOWMAN, 2002).

He et al. (2010) afirmam que a presenca de cargas, positivas ou negativas,
na superficie dos sistemas carreadores, € um fator favoravel a captacdo pelos
macréfagos, devido as interagdes eletrostaticas.

Todas as NE preparadas neste estudo (com e sem AmB) apresentaram
valores de potencial Zeta negativos. Schaffazick et al. (2003) relatam que os
fosfolipideos, os poloxamers e os polimeros constituintes dos nanocarreadores sao
0S principais componentes presentes nas formulacdes capazes de influenciar o
potencial Zeta, e que 0s tensoativos ndo-idnicos tendem a reduzir o valor absoluto
deste parametro. Valores negativos e relativamente baixos de potencial Zeta
também foram encontrados por Cai et al. (2012) e Gao et al. (2011), que
desenvolveram microemulsdo de propofol e nanoemulsdo de candesartana,
respectivamente, utilizando KHS15 como tensoativo. Jumaa & Mdller (2002), no
estudo de estabilidade de emulsdes, concluiram que a diminuicdo da proporcdo de

KHS15 leva ao aumento nos valores de potencial Zeta.

5.4.6 Analise térmica

A analise térmica compreende um grupo de técnicas, na qual a propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida, enquanto a
amostra é submetida a uma programacéao de temperatura (MACKENZIE, 1979).

Dentre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas encontram-se a
termogravimetria, na qual se acompanha a variagdo de massa da amostra em
funcdo da temperatura e/ou tempo, enquanto a amostra é submetida a uma
programacao controlada de temperatura, e a calorimetria exploratoria diferencial
(DSC - do inglés “Differential Scanning Calorimetry”), na qual se acompanha a
variagdo da energia entre a amostra e a referéncia, em fungdo da temperatura,
também de acordo com uma programacao controlada (MATOS et al., 2009).

Estas técnicas tém sido amplamente utilizadas na area farmacéutica para o
desenvolvimento, a produgdo e o controle de qualidade de medicamentos. As
principais aplicacdes estdo relacionadas aos estudos de interacdo entre principio

ativo e excipientes, avaliacdo da estabilidade de formas farmacéuticas e na
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caracterizacdo de matéria-prima e de produtos acabados (ARAUJO et al., 2010;
BOONME et al., 2006; DAS & SURESH, 2011; SANTANA et al., 2008).

A Figura 16 ilustra as curvas DSC (A) e TG (B), respectivamente, do
tensoativo KHS15:

Figura 16 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do KHS15

1 4 %
| ] A | ‘\\ B

| R —_—
60 80 100 120 120 160 180 200 0 200 400 600 800 1000
Temperature (°C) X

Fonte: Arquivo pessoal

Na curva DSC (Figura 16 A), pode-se observar um evento endotérmico a
25°C, correspondente ao ponto de fusdo do KHS15 (SEO et al.,, 2012; SIGMA-
ALDRICH, 2013b). O segundo evento endotérmico, compreendendo a faixa de
temperatura entre 40-55°C, pode estar relacionado a desidratacdo do composto, 0
qgual resulta em pequena perda de massa, ja que o processo de decomposicdo so
teria inicio acima dos 350°C, como pode ser observado na curva TG (Figura 16 B).

Os graficos da andlise térmica do tensoativo Brij® 52 estdo expostos na

figura abaixo:

Figura 17 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do Brij® 52
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Na Figura 17, curva DSC (A), observamos dois picos endotérmicos bem

proximos e um terceiro pico por volta dos 130°C. O primeiro pico corresponderia a
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temperatura de transicdo de fase (ou vitrea) do Brij® 52, que Pardakhty et al. (2007)
reconheceram ocorrer em suas analises a temperatura de 32,5°C. Nesta
temperatura, as cadeias poliméricas passam de um estado mais organizado para um
mais frouxo, no qual adquirem mais mobilidade. Portanto, pode-se inferir que o
proximo pico corresponderia ao ponto de fuséo do tensoativo, que encontra respaldo
na publicacdo de Tagami et al. (2011). O pico endotérmico mais acentuado, por volta
dos 132°C, estaria relacionado ao processo de vaporizacdo do composto (SIGMA-
ALDRICH, 2013a). A curva TG (Figura 17 B) mostra um decaimento mais
pronunciado da variagdo de massa a partir de 150°C, quando se inicia a
decomposicao do tensoativo, 0 que poderia acontecer ap0s a etapa de vaporizacao.

A analise térmica do MIP por DSC (Figura 18 A) revelou um pico
endotérmico por volta dos 10°C, correspondente ao seu ponto de fuséo
(ROOHPOUR et al.,, 2009). O 6leo demonstrou ser termicamente estavel até
temperaturas proximas a 150°C, quando possivelmente comecaria a se decompor,

como mostra a curva termogravimétrica abaixo (Figura 18 B):

Figura 18 — Curva DSC (A) e curva TG (B) do miristato de isopropila
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Fonte: Arquivo pessoal

Analisando a curva DSC da AmB (Figura 19 A), podemos observar um largo
pico endotérmico, compreendendo a faixa de temperatura que vai dos 160°C até
210°C, aproximadamente. Esse largo pico parece englobar dois eventos. A literatura
relata que a AmB pode comecar a se decompor antes do seu ponto de fuséo, que é
por volta dos 170°C, fato corroborado pelo decaimento em duas etapas da sua curva
termogravimétrica (Figura 19 B) (CHUEALEE et al., 2010; ESPUELAS et al., 1997;
SIGMA-ALDRICHCc, 2013).
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Figura 19 — Curva DSC (A) e curva TG (B) da AmB
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Fonte: Arquivo pessoal

Quando a proporcéo de fase aquosa de um sistema disperso é aumentada
gradualmente, observa-se que os tensoativos, instantaneamente, interagem com a
agua adicionada e apenas depois de se hidratarem é que ha a formacédo da agua
livre do sistema. Assume-se que a agua livre possua propriedades fisico-quimicas
similares aquelas da &gua pura. Ja a agua ligada ou interfacial apresenta alteracfes
nas suas propriedades termodinamicas, como ponto de congelamento, ponto de
fusdo, entalpia e capacidade calorifica, sendo essas variacdes detectadas por DSC.
Desse modo, a presenca de agua livre no sistema pode ser visualizada através do
pico endotérmico caracteristico do seu ponto de fusdo, ou seja, evento que ocorre
na temperatura de 0°C (BOONME et al., 2006; GARTI et al., 2000).

Ambas as NE, formuladas com e sem farmaco, apresentaram pico
endotérmico em 0°C e pico exotérmico por volta dos -20°C (Figura 20), que
correspondem aos pontos de fusdo e de congelamento da agua livre do sistema,
respectivamente (PODLOGAR et al.,, 2004). O que estd concordante com a
proporcdo de agua nos sistemas formulados (75%p/p), indicando a existéncia de
agua livre em altas concentracdes, representando a fase externa ou continua do

sistema, o0 que caracteriza a formacao de uma nanoemulsao O/A.
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Figura 20 — Curvas DSC da Blank-NE 5 (A) e da AmB-NE 5 (B)
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Tanto as curvas DSC como as curvas termogravimétricas (Figura 21) das
NE com ou sem AmB (Blank-NE e NE-AmB) sao praticamente idénticas. Tal fato
poderia predizer que a AmB néo foi capaz de alterar o comportamento térmico do
sistema no qual foi incorporada, possivelmente por estar dispersa na fase interna da
nanoemulsdo (MILOVIC et al., 2012; PARDAKHTY et al., 2007; SEO et al., 2012).

Figura 21 — Curvas TG da Blank-NE 5 (A) e da AmB-NE 5 (B)
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Fonte: Arquivo pessoal
5.5 Avaliagédo da estabilidade preliminar

Microemulsbes sdo sistemas termodinamicamente estaveis. Entretanto,
podem apresentar limitagcbes para administracdo por via parenteral, pois suas
propriedades séo fortemente afetadas por alteracdes de temperatura e/ou dilui¢cdes.
Em contrapartida, as NE séo cineticamente estaveis, mantendo sua integridade por
anos (BRUXEL et al., 2012).
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O tamanho reduzido das NE confere estabilidade contra os processos de
sedimentacdo ou cremagem, ja que as goticulas estdo sujeitas ao movimento
Browniano e, consequentemente, a taxa de difusdo sera maior que a taxa de
sedimentacao induzida pela gravidade. Entretanto, as NE sofrem um processo de
desestabilizacdo, conhecido como amadurecimento de Ostwald, que advém da
polidispersdo da emulsdo e da diferenca de solubilidade entre goticulas menores e
maiores (SOLANS et al., 2005).

O amadurecimento de Ostwald resulta do crescimento de uma goticula a
custa de outra menor, devido a diferenca no potencial quimico dos constituintes das
goticulas. A solubilidade (e, consequentemente, o potencial quimico) da fase
dispersa na fase continua é dependente do raio de curvatura da goticula, com a
solubilidade aumentando com o decréscimo do raio. O que faz com que as goticulas
menores, ao se dissolverem na fase continua, se difundam e se redepositem sobre
as maiores, levando ao aumento no tamanho meédio da emulséo, com o decorrer do
tempo, contribuindo para desestruturacao do sistema (TAYLOR, 1998).

A centrifugacdo € uma ferramenta bastante utilizada nos estudos de
estabilidade de sistemas dispersos, pois permite observar, em curto espaco de
tempo, possiveis instabilidades fisico-quimicas das formulacées (BRIME et al., 2002;
GHOSH et al., 2013; MORAIS, 2006).

A finalidade do teste de centrifugacdo € produzir estresse na amostra, e,
assim, simular um aumento na forca de gravidade, aumentando a mobilidade das
goticulas e antecipando possiveis instabilidades, que podem aparecer como
precipitacdo, separacdo de fases, formacdo de sedimento compacto (caking) e
coalescéncia, entre outras (BRASIL, 2008).

Todas as formulacfes submetidas ao teste de centrifugacdo permaneceram
estaveis, sem evidéncia de separacdo de fases, ao final do ciclo de 1000rpm (70g),

como observado na Figura 22.
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Figura 22 — Fotografia das formulac8es apos centrifugacdo a 1000rpm (70g) por 15min
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Fonte: Arquivo pessoal

Apbs o ciclo de 2500rpm (440g) apenas a AmB-NE 1 apresentou alteracgéo,

evidenciada pela provavel sedimentagdo da AmB (Figura 23).

Figura 23 — Fotografia das formulacdes ap6s centrifugacao a 2500rpm (440g) por 15min
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Fonte: Arquivo pessoal

Nenhuma formulacdo Blank-NE apresentou alteracbes visuais apoés
centrifugacéo a 3500rpm (863g) por 15min (Figura 24). Porém, todas as formula¢des
AmB-NE apresentaram alteracBes visuais apods centrifugacdo a 3500rpm (863Q),

evidenciada pela provavel sedimentagédo do farmaco (Figura 25).
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Figura 24 — Fotografia das formulac®es Blank-NE apds centrifugacéo a 3500rpm (863g) por 15min

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 25 — Fotografia das formulacdes AmB- NE apés centrifugacdo a 3500rpm (863g) por 15min

Fonte: Arquivo pessoal

Microemuls6es de AmB, contendo MIP como fase oleosa, desenvolvidas por
Brime et al. (2002) foram submetidas ao teste de centrifugacdo a 9000rpm por
20min, no qual foi observado que apenas uma das microemulsdes preparadas
apresentou precipitacdo do farmaco apdés o teste. Fato que os autores atribuiram a
nao utilizacdo do método PIT (Phase Inversion Temperature) de incorporacao da
AmB para aquela amostra. Através deste método, o pH das formulacbes deve ser
ajustado e, entdo, os autores optaram por manté-lo entre 8,5-9,5, alegando que
nesta faixa de pH a AmB ficaria completamente incorporada nas microemulsdes,
além de ser terapeuticamente aceitdvel para administracdo parenteral. Qing-Ping et
al. (2009), baseando-se no mesmo artigo, desenvolveram microemulsées, também
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utiizando MIP para liberacdo transdérmica de AmB, diferentemente do estudo
anterior. Como menores valores de pH sdo mais apropriados para a pele, o efeito do
pH no teor de AmB incorporado nos sistemas foi investigado. O estudo concluiu que
na faixa de pH compreendida entre 5,2 a 8,5, grande quantidade de AmB precipitou
e que fora dessa faixa a precipitacdo nao excedeu 5%. Fato explicado pela
caracteristica anfotérica da molécula de AmB, que em solu¢Bes aquosas &cidas, se
tornaria protonada o que, por sua vez, aumentaria a sua hidrossolubilidade. Os
autores também concluiram que quando a AmB foi incorporada diretamente nas
microemulsfes, a taxa de incorporacdo foi muito baixa, devido a limitada
solubilidade do farmaco em quaisquer das fases do sistema. Como j& foi comentado,
AmB tem um grupo -COOH na sua estrutura, que pode ser convertido em —COONa
em solucdes de NaOH, o que aumenta sua solubilidade na fase aquosa. Por esta
razdo, o estudo adotou o método de incorporacdo que emprega 2mL de uma
solucdo 0,1mol/L de NaOH com quantidade apropriada de AmB as microemulsdes,
em temperatura acima de 80°C (PIT).

Feitas essas observacfes podemos concluir que a faixa de pH determinada
para as formulacdes desenvolvidas no presente trabalho (pH 7,0-7,4) ndo favorece a
hidrossolubilidade da molécula de AmB, jA& que nem estaria no seu estado
protonado, que ocorre em pH acido, nem na forma de sal encontrada em pH bésico.
Felizmente, outros fatores, como a capacidade intrinseca dos sistemas
nanoemulsionados em solubilizar farmacos insolUveis, tornam possivel sua
veiculacdo para administracdo parenteral.

Como as Blank-NE mantiveram-se estaveis apos todos os ciclos do teste de
centrifugacéo, poderiamos adotar outros métodos de incorporacdo de AmB para
tentar prevenir sua precipitacao.

A elevacdo da temperatura, frequentemente, causa reducdo do valor da
viscosidade, o que permite as goticulas da fase interna de um sistema emulsionado
colidirem com maior magnitude devido a fatores como, por exemplo, intensificacdo
da cinética e do movimento browniano destas, aumento da energia fornecida pelo
aguecimento e resisténcia inadequada ao deslocamento das goticulas da fase
interna da emulsdo em consequéncia da diminuicdo da consisténcia da fase
continua. A partir das condi¢des acima descritas, o teste do estresse térmico permite

demonstrar mais rapidamente a tendéncia dos veiculos emulsionados em apresentar
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sinais de instabilidade como a cremagem, sedimentacdo e a separacdo de fases
(RIEGER, 1996; VELASCO et al., 2008).

ApoOs o primeiro ciclo de aquecimento do teste do estresse térmico, pode-se
observar que todas as formulacdes apresentaram discreta alteracdo na coloracao,
ficando mais opacas, em comparacdo a coloracdo que apresentavam antes do teste
(Figuras 26 e 27).

Figura 26 — Fotografia das formula¢des Blank-NE e AmB-NE antes de serem submetidas ao estresse
térmico

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 27 — Fotografia das formulagc”)es Blank-NE e AmB-NE apos agquecimento a 40°C por 30min
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Fonte: Arquivo pessoal
Ao final do aquecimento a 50°C por 30min, nota-se que as formulacbes

Blank-NE 1, Blank-NE 4 e Blank-NE 5 mantiveram praticamente a mesma coloragéo
do ciclo de aquecimento anterior, enquanto que a Blank-NE 2 e Blank-NE 3 ficaram

ainda mais opacas (Figura 28). Estas ultimas formula¢cbes sdo as que apresentam a
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maior composicao percentual de 6leo (12,5%) e a menor composi¢céo percentual de
tensoativos (8,5%), respectivamente, em relagdo as demais NE.

Figura 28 — Fotografia das formulacdes Blank-NE e AmB-NE ap0s aquel,:cimento a 50°C por 30min
i
Lt ki

Fonte: Arquivo pessoal

A sequéncia de aquecimento programado para o teste do estresse térmico
culminou com o aumento progressivo da turvacao e com a separacao de fases das

formulagdes, fato mais pronunciado ao final do ciclo de 80°C (Figura 29 a 31).

Figura 29 — Fotografia das formulacGes Blank-NE e AmB-NE apos aquecimento a 60°C por 30min

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 30 — Fotografia das formulacdes Blank-NE e AmB-NE apo6s aquecimento a 70°C por 30min

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 31 — Fotografia das formulag6es Blank-NE e AmB-NE ap6s aquecimento a 80°C por 30min

]

Fonte: Arquivo pessoal

A progressiva turvacao das amostras esta relacionada a uma perturbacéo da
propriedade intrinseca dos tensoativos empregados, que € influenciada pela
temperatura. A solubilidade dos tensoativos etoxilados (KHS15 e Brij® 52, no
presente trabalho) em agua depende das intera¢des de solvatagdo dos atomos de
oxigénio da cadeia polioxietilénica pelas moléculas de agua. Quando a temperatura
do sistema aumenta, 0 movimento interno das moléculas de agua pode sobrepujar
essa forca de atracdo, reduzindo a solvatacdo da cadeia e, consequentemente, a

solubilidade na fase aquosa. Portanto, os tensoativos nao-iénicos contendo éxido de
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etileno apresentam comportamento de solubilidade reversa em 4gua com o aumento
da temperatura, resultando em turvacdo dos sistemas nos quais estao inseridos
(DALTIN, 2011).

O emprego de condi¢des extremas de temperatura, como programado para
o teste do ciclo gelo-degelo, tem o propésito de aumentar a velocidade de
degradacdo quimica e promover modifica¢des fisicas de substancias e/ou altera¢cbes
na forma farmacéutica ou cosmética, empregando condicbes drasticas de
armazenamento. Esse teste tem sido utilizado com a finalidade de monitorar as
reacoes de degradacdo e para prever o prazo de validade das preparagdes
farmacéuticas (VELASCO et al, 2008).

Apesar de todas as formulacdes, ao final do ciclo gelo-degelo, nédo terem
evidenciado, visualmente, indicios de instabilidade (Figuras 32 a 34), comparacéo
estatistica, através do teste t de Student, entre os valores de pH e condutividade das
amostras aferidos antes e apds submissdo ao ciclo gelo-degelo revelou diferenca
significativa (p<0,05). Apesar das condicdes drasticas a que foram submetidas, as

amostras mantiveram a sua transparéncia.

Figura 32 — Fotografia das formulagfes antes de serem submetidas ao ciclo gelo-degelo

i Blank-NE 4 Y J
AmB-NE 4
¢ AmB-NES

Fonte: Arquivo pessoal

Figura 33 — Fotografia das formula¢fes Blank-NE ao final do ciclo gelo-degelo

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 34 — Fotografia das formulacfes AmB-NE ao final do ciclo gelo-degelo

——— Co— - a5 —
mmmm AmB-NE 5

Fonte: Arquivo pessoal

5.6 Atividade leishmanicida

Diferentes estagios de desenvolvimento do ciclo de vida do parasito
Leishmania tem sido usados tanto para triagem e avaliacdo da atividade de extratos
de plantas e/ou farmacos, como para determinacdo da resisténcia de isolados
clinicos (PINERO et al., 2002; VERMEERSCH et al., 2009). A forma promastigota,
cuja principal caracteristica morfoldgica € a presenca de flagelo, apresenta estrutura
alongada e pode medir entre 16-40um x 1,5-3um (comprimento X largura), incluindo
o flagelo que é sempre maior que o corpo do parasito. A motilidade conferida pelo
flagelo é fator primordial para avaliagcdo da atividade leishmanicida pelo método que
se baseia na observacdo e contagem direta das formas viaveis do parasito com o
auxilio de um microscopio 6ptico. Este método apesar de consumir um consideravel
tempo do analista, apresenta a vantagem de n&o requerer materiais ou
equipamentos dispendiosos, além de ser uma técnica de facil execugdo
(FUMAROLA et al., 2004).

A atividade leishmanicida das NE foi avaliada pela contagem do namero total
de parasitos vivos ap0s seis horas de incubacédo e posterior comparagdo com o
namero de formas viaveis apos incubagdo com a formulacdo de AmB micelar.

A Figura 35 apresenta as curvas da concentracdo de AmB micelar e AmB-
NE 5 versus logaritmo do numero de células viaveis por mL, bem como os

resultados da CEsgde cada amostra.
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Figura 35 — Curvas da concentracao de AmB micelar (A) e AmB-NE 5 (B) versus logaritmo do nimero
de células viaveis por mL
A B

N CEso = 2,01 £ 0,57 pg/mL

"

% CEso= 1,81 £ 0,34 pg/mL

MNumero (Log) de células viaveisimL
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L
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/
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Fonte: Arquivo pessoal

Os valores da CEsp mostram que a NE incorporada com AmB tem eficacia
leishmanicida estatisticamente igual a da formulacdo de AmB micelar (Anforicin®).
Resultado que ndo é desanimador, jA que ha relatos na literatura de diminuicdo da
eficacia leishmanicida das formulacbes lipidicas comparadas a formulacéo
convencional de AmB, devido a formacdo de complexos entre o farmaco e os
carreadores . Isso geralmente relaciona-se a um “efeito de depdsito” promovido por
tais carreadores. A formulagédo de AmB micelar tem uma organizagao estrutural mais
dindmica do que sistemas lipidicos, como microemulsées e NE, pois nestes as
moléculas de tensoativos estdo ancoradas nos glébulos oleosos da fase interna.
Assim, nos sistemas lipidicos, as moléculas de AmB permanecem mais imobilizadas
na superficie da fase oleosa. Nesse caso, 0 processo de liberagdo do farmaco
envolve uma etapa adicional para disponibilizar a AmB. Além do mais, com relagao
as formas promastigotas, a AmB livre é capaz de se associar diretamente com o
ergosterol da membrana do parasito, pelo qual tem grande afinidade (DAMASCENO,
2010; YARDLEY & CROFT, 1997).

Apesar do presente trabalho ndo ter realizado teste de atividade
leishmanicida sobre a forma amastigota, e mesmo ciente da existéncia de
peculiaridades morfoldgicas e bioquimicas de cada uma das formas do parasito,
espera-se que as AmB-NE desenvolvidas também possam demonstrar eficacia
sobre o estagio intracelular do parasito, com base nos relatos de alguns estudos
como veremos adiante. Vermeersch et al. (2009), ao analisarem a susceptibilidade
de uma cepa de Leishmania donovani a AmB micelar (Fungizone®), observaram que

o valor da concentracao inibitéria média (ICsp) para a forma promastigota foi maior
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do que a encontrada para amastigota (0,7uM e 0,1uM, respectivamente) e, dessa
forma, concluiram que as promastigotas tendem a ser menos sensiveis do que 0s
outros estédgios celulares. Fato também relatado por Pifiero et al. (2002), que
compararam a susceptibilidade de cepas de Leishmania infantum a Abelcet® e
Fungizone®, por Golenser et al. (1999) no estudo da atividade da AmB conjugada
ao polissacarideo arababinogalactana sobre cepas de Leishmania infantum e
Leishmania major e por Yardley & Croft (1997) na comparacdao da atividade de
Ambisome® versus Fungizone® sobre formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania major. Ordofniez-Gutiérrez et al. (2007) demonstraram que a AmB nao
encapsulada, em qualquer dos seus estados de agregacao, néo foi capaz de reduzir
a populacdo promastigota de Leishmania infantum, nas concentragfes testadas.
Todavia, as formulacbes de AmB incorporada em microesferas de albumina ou
PGLA eliminaram completamente as formas promastigotas na concentracdo de
3,2ug/mL. Enquanto que, para as formas amastigotas, todas as formulagoes,
inclusive as de AmB livre, apresentaram concentracdo bem menor para total
eliminacao (0,4pg/mL).

E importante frisar que os valores de CEsy apresentados no presente
trabalho foram obtidos pela leitura das placas apés 6 horas de incubacdo das
amostras com o in6culo. Enquanto que o0s estudos mencionados no paragrafo
anterior empregaram 48 horas de incubacdo. Logo, se tivéssemos adotado este
mesmo intervalo de tempo para iniciarmos a contagem das formas viaveis,
poderiamos ter encontrado valores de CEsp consideravelmente menores para as

formulacoes.
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6. Conclusao

Em virtude dos resultados obtidos pode-se concluir que a construcdo de
diagramas de fase pseudoternarios € uma ferramenta bastante simples e de grande
utilidade na identificacdo das regides de NE e posterior selecdo dos pontos para
caracterizagcdo. O método de sonicacdo das formulacdes constituidas de KHS15,
Brij® 52, MIP e &gua mostrou-se favoravel a obtencdo dos sistemas
nanoemulsionados. As goticulas das AmB-NE apresentaram formato esférico, com
didmetro médio de 33 a 132nm e distribuicdo de tamanho monomodal, potencial
Zeta negativo, além de pH neutro, condutividade condizente com sistemas 6leo em
agua e comportamento isotropico, caracteristicas adequadas para administracédo
intravenosa. A andlise térmica revelou que a AmB nao foi capaz de alterar o
comportamento térmico do sistema, possivelmente por estar dispersa na fase
interna. Ja que a centrifugagdo das AmB-NE provocou uma reducdo drastica do
conteudo de AmB das formulacdes, sugere-se que outros métodos de incorporacao
de AmB devam ser adotados para tentar prevenir sua precipitacdo. As Blank-NE
aparentaram ser mais estaveis do que as formulacdes que continham o farmaco.
AmB-NE mostrou eficacia leishmanicida estatisticamente igual a da formulacdo de
AmB micelar, o que a habilita para futuros ensaios para avaliacdo da eficacia sobre
formas amastigotas, como também testes de citotoxicidade, com a finalidade de

torna-la uma alternativa para o tratamento da leishmaniose visceral.
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