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RESUMO
A manteiga vegetal de murumuru (Astrocaryum murumuru Mart), oriunda da Amazonia, apresenta
caracteristicas adequadas para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e cosméticos, devido
sua composicdo quimica rica em ésteres de acidos graxos, o que confere propriedades anfifilica e
biodegradavel, tornando-a um importante excipiente na composi¢do dos sistemas como emulsdes e
nanoemulsdes. As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) s&o sistemas coloidais com uma estrutura
morfoldgica esférica formada por duas camadas, uma externa composta por tensoativos e outra
interna chamada de ndcleo, composto por lipideos no estado sélido com tamanho medio de
aproximadamente 10 e 1000 nm. Apresentam diversas vantagens quando comparada a sistemas de
liberacdo de farmaco convencional, pois podem alcancar locais de dificil acesso, além da
possibilidade de incorporacdo de substancias hidrofilicas e lipofilicas. Diante disso, a aplicacdo da
nanobiotecnologia aos recursos naturais de modo sustentavel, a exemplo das NLS propostas neste
trabalho, pode agregar valor & matéria prima, impulsionando a criagdo de ambientes favoraveis a
inovagdo e sustentabilidade. Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar NLS
baseadas em manteiga de murumuru contendo metronidazol e curcumina, incorporadas em hidrogéis.
As NLS foram obtidas pelo método de inversdo de fases seguido de ultrasonicacéo, analisadas quanto
as caracteristicas organolépticas, tamanho da particula, polidispersdo (PDI), carga de superficie
(potencial zeta), estabilidade, capacidade de incorporacdo de farmaco, morfologia, incorporacdo em
formulacdes de hidrogéis (Carbopol® e Hidroxietilcelulose), viscosidade, ensaio microbioldgico,
eficiéncia de encapsulacao e cinética de liberacdo dos farmacos. Os resultados demonstraram que a
manteiga de murumuru € um componente promissor para a obtencdo das NLS com tamanhos
inferiores a 200 nm (172,3 £ 1,124 nm -DLS e 124,6 + 2,5 -ARN), formas esféricas e com boa
estabilidade. Os géis contendo metronidazol e curcumina encapsuladas em NLS demonstraram
aspecto homogéneo sem formacdo de grumos; no estudo da viscosidade, as formulacGes foram
caracterizadas como fluidos ndo-Newtonianos do tipo pseudoplastico, adequado para facil aplicacédo
topica. As amostras testadas inibiram o crescimento microbiano e apresentaram uma eficiéncia de
encapsulacdo de 98,4% com um perfil de liberacdo controlada dos farmacos. Ademais, conclui-se
que as NLS incorporadas nos hidrogéis mantiveram suas caracteristicas fisico-quimicas e

macroscopicas estaveis para o desenvolvimento futuro de um gel topico.



ABSTRACT

Vegetable murumuru butter (Astrocaryum murumuru Mart), from the Amazon, has adequate
characteristics for the development of pharmaceutical and cosmetic products, due to its chemical
composition rich in fatty acid esters, which gives it amphiphilic and biodegradable properties, making
it an important excipient in the composition of systems such as emulsions and nanoemulsions. Solid
lipid nanoparticles (SLN) are colloidal systems with a spherical morphological structure formed by
two layers, one external composed of surfactants and another internal called a nucleus, composed of
lipids in the solid state with an average size of approximately 10 and 1000 nm. They present several
advantages when compared to conventional drug delivery systems, as they can reach places of
difficult access, in addition to the possibility of incorporating hydrophilic and lipophilic substances.
Therefore, the application of nanobiotechnology to natural resources in a sustainable way, like the
SLN proposed in this work, can add value to the raw material, driving the creation of environments
favorable to innovation and sustainability. This work aimed to develop and characterize SLN based
on murumuru butter containing metronidazole and curcumin, incorporated in hydrogels. The SLN
were obtained by the phase inversion method followed by ultrasonication, analyzed for organoleptic
characteristics, particle size, polydispersion (PDI), surface charge (zeta potential), stability, drug
incorporation capacity, morphology, incorporation in formulations hydrogels (Carbopol® and
Hydroxyethylcellulose), viscosity, microbiological assay, encapsulation efficiency and drug release
kinetics. The results showed that murumuru butter is a promising component for obtaining SLN with
sizes less than 200 nm (172.3 + 1.124 nm -DLS and 124.6 £ 2.5 -NTA), spherical shapes and with
good stability. The gels containing metronidazole and curcumin encapsulated in NLS demonstrated
a homogeneous appearance without the formation of lumps; in the study of viscosity, the formulations
were characterized as non-Newtonian fluids of the pseudoplastic type, suitable for easy topical
application. The tested samples inhibited microbial growth and presented an encapsulation efficiency
of 98.4% with a controlled drug release profile. Furthermore, it is concluded that the SLN
incorporated in the hydrogels maintained their physico-chemical and macroscopic characteristics

stable for the future development of a topical gel.
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1. INTRODUCAO

Atualmente os problemas ambientais e as mudancas dos paradigmas de satde publica estao
servindo como estimulo para consumidores sobre a mudanca necessaria dos sistemas de cadeias
produtivas na geracdo de bioprodutos pelos setores industriais farmacéuticos, cosméticos e
biotecnologicos, uma vez que existe um grande apelo mercadolédgico por parte dos consumidores,
que passam a ter um consumo mais consciente e responsavel (LERIPIO & LERIPIO, 2015;
UBANDO et al., 2020).

A regido Amazobnica apresenta uma biodiversidade com enorme potencial para o
desenvolvimento de produtos de origem natural baseado em uma cadeia produtiva sustentavel. Os
principais insumos inovadores de origem vegetal com interesse industrial sdo as manteigas, 0s 6leos
e as gorduras, como por exemplo a manteiga de cupuacu (Theobroma grandiflorum) e o 6leo de buriti
(Mauritia flexuosa L.) utilizados nos diferentes setores da indUstria, dentre elas destaca-se a gordura
vegetal de murumuru (BARATA, 2005).

A manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru), um dos destaques na producdo de
bioprodutos, é extraida das sementes de A. murumuru e apresenta uma composi¢do quimica rica em
ésteres de &cidos graxos como laurico, miristico e oleico, os quais conferem a manteiga uma
caracteristica anfifilica, a qual permite a sua aplicacdo na obtencdo de sistemas emulsionados, tais
como sistemas de liberacdo de farmacos liquido cristalinos e nanoparticulados, com propenséao de ser
um emoliente natural, com capacidade inodora, de reter agua, além de nutrir tecidos celulares em
estado de recuperacdo (NASCIMENTO et al., 2007; LIMA et al., 2017; NEVES et al., 2018). Além
disso, suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade garantem o emprego seguro no
desenvolvimento de produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos (ROSSAN, 2011;
MENEZES, 2012).

A producdo e aplicacdo de estruturas bioldgicas ou ndo bioldgicas na escala nanométrica,
chamada de nanotecnologia (SAHOO, et al., 2007) possui ferramentas aplicaveis nas diferentes areas
da ciéncia desde a engenharia, medicina e farmécia; que promovem o aprimoramento dos sistemas
de liberacéo e entrega de farmacos. Atualmente, o grande gargalo na industria farmacéutica é a busca
por alternativas tecnologicas que possam otimizar os aspectos biofarmacéuticos na producdo de
medicamentos e novas formas farmacéuticas (ETHERIDGE et al., 2012).

Os sistemas em escala nano, como nanoparticulas metélicas (ouro, éxido de ferro, prata),
nanocarreadores baseados em lipideos, nanoparticulas poliméricas, e nanotubos de carbono,
apresentam caracteristicas funcionais unicas, que ndo séo encontradas em outras escalas dimensionais
(CHAU et al., 2007). E sabido que formulacdes farmacéuticas quando associadas a tecnologia

nanométrica possibilitam vantagens tecnoldgicas avancadas quando comparadas aos sistemas de

12



liberacdo convencionais (pomadas, capsulas gelatinosas, comprimidos), tais como diminuicdo da
dosagem convencional e absorcdo irregular de medicamentos, liberacdo prematura medicamentosa,
aumento do tempo de permanéncia da formulagdo e eficicia terapéutica, controle deficiente da
cinética de liberacdo além da possibilidade de incorporagédo de substancias hidrofilicas e lipofilicas
(JEBORS et al., 2010; KUMAR et al., 2020).

Dentre os sistemas nanométricos lipidicos desenvolvidos, destacam-se as nanoparticulas
lipidicas sélidas (NLS), que séo sistemas coloidais disperso em um meio aquoso, estabilizado por
surfactantes, e utilizados para encapsular, proteger e distribuir compostos lipofilicos funcionais (HOU
etal., 2003; HELGASON et al., 2009; JESUS et al., 2015; PALIWAL et al., 2020). Apresentam uma
estrutura morfolégica esférica formada por duas camadas, uma externa composta por tensoativos e
outra interna chamada de nucleo, composto por lipideos no estado sélido. Por possuirem um tamanho
na escala nanométrica aproximadamente entre 10 e 1000 nm e biocompatibilidade, sdo capazes de
proteger substancias ativas da degradacdo e modular a liberacdo do farmaco no local de acdo (WANG
etal., 2015; LINGAYAT etal., 2017).

As NLS sdo amplamente utilizadas para aplicacdo tdpica, principalmente pela inddstria
cosmética, uma vez que a matriz lipidica possui grande interacdo com o estrato corneo, tendo maior
penetracdo devido as caracteristicas anatbmicas e fisioldgicas da pele, formando uma camada
oclusiva e possibilitando a permeagdo do farmaco (DUBEY et al., 2012).

O tratamento destas desordens epiteliais consiste na aplicacdo de pomadas, cremes, logoes e
géis contendo agentes anti-inflamatorios e antibidticos. Entretanto, essas formas farmacéuticas
convencionais apesar de serem comumente utilizadas podem apresentar problemas de execucao
dependendo do local de aplicagdo como a desestruturacdo fisica da formulacdo, baixa adesdo ao
epitélio, lixiviagdo salivar na mucosa bucal resultando em menor tempo de residéncia, além de causar
reacOes adversas por propriedades intrinsecas dos farmacos tornando o tratamento ineficaz
(SALAMAT-MILLER et al., 2005; ENSIGN et al, 2012).

Nanoparticulas baseados em lipideos s6lidos possuem fluxo adequado e boa adesdo, quando
incorporadas em formulaces poliméricas, o que contribui para uma facil aplicacdo, aumento do
tempo de retencdo da formulagcdo no local de aplicacdo e possibilita uma liberagdo sustentada de
farmacos (ZHENG, 2016; KUMAR et al., 2020).

Diversos nanosistemas com produtos naturais estdo sendo desenvolvidos com o intuito de
melhorar e gerar novas tecnologias para o uso terapéutico e biomédico. Diante disso, a aplicacéo da
nanobiotecnologia aos recursos naturais de modo sustentavel, a exemplo das NLS propostas neste
trabalho, pode agregar valor & matéria prima, impulsionando a criacdo de ambientes favoraveis a
inovacdo, sustentabilidade, além de contribuir para o desenvolvimento socio econdmico da regido

amazonica, garantindo ao formulador o desenvolvimento de produtos seguros, e ao consumidor, 0
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uso de produtos de origem natural, corroborando com o apelo mercadoldgico atual (MORAIS, 2008;
LERIPIO & LERIPIO, 2015).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. MURUMURU (Astrocaryum murumuru Mart)

Astrocaryum murumuru é uma palmeira pertencente a familia Arecaceae, de origem
amazonica, mais especificamente no norte do Brasil. E uma espécie disseminada em outros paises
por sua facil adaptagdo a areas de inundacdo sazonal, como Bolivia, Coldmbia, Peru e Venezuela, no
Brasil sua predominancia encontra-se principalmente nos estados amazonicos (LOPES et al., 2019).

Esta palmeira conhecida popularmente como murumuruzeiro, possui um crescimento com
cerca de 10 a 15 metros de altura, com 17 a 27 cm de didametro. Suas folhas sdo de conformacéao
pinada com variagdo de tamanho entre 12 a 20 cm. O caule é revestido por longos espinhos pretos, o
que dificulta a colheita dos frutos (BEZERRA, 2012).

A manteiga de murumuru é extraida das sementes de Astrocaryum murumuru, obtendo-se
uma gordura de cor ligeiramente amarela, apresenta uma composi¢do quimica rica em ésteres de
acidos graxos como laurico, miristico e oleico, 0s quais proporcionam a manteiga uma alta acao
nutritiva, propensdo de um emoliente natural, com capacidade inodora, de reter &gua mantendo a pele
hidratada e protegida, além de nutrir tecidos celulares em estado de recuperacdo formando uma
pelicula protetora. Suas propriedades de biocompatibilidade e biodegradabilidade garantem o
emprego seguro no desenvolvimento de produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos
(ROSSAN, 2011; NASCIMENTO et al., 2007; MENEZES, 2012; NEVES et al., 2018).

O consumo regular desta gordura vegetal é utilizado popularmente de forma in natura pelas
comunidades tradicionais da Amazdnia, como também é empregada em formulacdes de venda
comercial apds o processamento da matéria prima para a producdo de margarinas pela inddstria
alimenticia, cremes, lo¢BGes, mascaras faciais, hidratantes de pele, shampoos, produtos de nutricdo
capilar entre outros produtos dermocosmeéticos (BEZERRA, 2012).

Isso é visto no nimero de pedidos de patentes depositados nos ultimos anos por universidades
como o pedido BR 102015030888-4 que trata de sistemas liquidos cristalinos contendo como
ingrediente base a manteiga de murumuru para liberacdo de farmacos; e grandes empresas como
Natura e L’OREAL, cuja ultima empresa dispde do pedido WO 2017/185155 Al que trata de

nanostructured lipid carriers and methods for making and using them.

2.2. NANOTECNOLOGIA

Aclamada como a préxima revolugdo industrial, a nanotecnologia vem crescendo com
avancgos significativos ap0s estudos provenientes da microscopia de tunelamento em 1981,
juntamente com a descoberta de estruturas como fulereno e grafeno, tendo sua maior aplicacdo na

industria eletrdnica, com o desenvolvimento de microprocessadores mais complexos. E uma ciéncia
15



em progressao que trabalha com a obtencdo, observacdo e manipulacdo de materiais na escala do
bilionésimo do metro (10° m) que equivale a 1 nm (TAN et al., 2016; KIM et al., 2010).

A nanotecnologia destaca-se por melhorar as propriedades dos materiais encontrados em
escala macro, transformando-os em escala nano com propriedades distintas, isto pode ser atribuido a
fatores como por exemplo a relacédo area/ volume de superficie, que torna o material altamente reativo,
mudando seu comportamento quando aplicado em alguns sistemas fisico-quimicos ou bioldgicos.
Assim, ao longo do tempo, diversos nanomateriais organicos e inorganicos foram desenvolvidos
como sistemas terapéuticos eficazes na entrega de farmacos (Figura 1) (RODUNER, 2006; SHI et
al., 2010; FARIA-TISCHER et al., 2012).
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Figura 1: Linha do tempo dos principais sistemas nanoestruturados usados na entrega de farmacos
ao longo da historia. Adaptado de SHI et al., 2010.

Por possuir uma diversa aplicabilidade, a nanotecnologia surgiu com o propoésito de integrar
diferentes areas do conhecimento cientifico como a quimica, fisica, biologia e engenharias; em
consequéncia disso surgiram subéreas, a exemplo da nanomedicina e nanobiotecnologia, que atuam
na geracdo de novos processos terapéuticos para diagnostico, tratamento e cura de doencas (FARIA-
TISCHER et al., 2012; CHHIKARA, 2017).

Os estudos voltados para nanomedicina e a nanobiotecnologia tiveram uma grande
importancia no desenvolvimento de novos medicamentos e novas formas farmacéuticas com um
crescente potencial terapéutico, otimizando técnicas convencionais como medicina regenerativa,

criacdo de nanobiossensores para uso em diagndstico, imageamento, e nanosistemas de liberagdo e
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entrega de farmacos (do inglés, Drug Delivery Systems — DDS) utilizando as nanoparticulas
metalicas, poliméricas, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, entre outros (CHHIKARA,
2017; GANESAN et al., 2017; SHARMA et al., 2018).

2.3. NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

As nanoparticulas lipidicas sélidas foram introduzidas na deécada 1990 mediante a
tendéncia/apelo mercadolédgico por produtos de composicdo natural, sendo uma alternativa mais
atraente que os lipossomas (vesiculas com bicamada lipidica), nanoparticulas poliméricas e emulsdes
devido as caracteristicas fisico-quimica dos lipideos, biocompatibilidade e biodegradabilidade, baixa
toxicidade em sistemas bioldgicos, além do aumento da biodisponibilidade de drogas, possibilitando
modular perfis de liberacdo em condicdes adversas (CHHIKARA, 2017).

Nanoparticulas lipidicas sélidas sdo obtidos apenas de lipideos sélidos, tanto na temperatura
corporal quanto na temperatura ambiente, considerados sistemas coloidais efetivos para o transporte
de medicamentos hidrossollveis e lipossoliveis, com tamanho médio correspondente entre 10 e 1000
nm, principalmente entre 150 e 300 nm, podendo ser incorporado em polimeros adequados para uma
melhoria do transporte de medicamentos (MUKHERJEE et al., 2009; SAMIMI et al., 2019).

Apresentam uma estrutura morfoldgica esférica formada por duas camadas, uma externa
composta por surfactantes e outra interna chamada de nucleo, composto por lipideo no estado sélido
(Figura 2) (LINGAYAT etal., 2017).

Figura 2: Representacao da estrutura de uma nanoparticula lipidica solida.
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Entretanto, as NLS possuem algumas desvantagens por estarem sujeitas a processos quimicos
de oxidacgdo lipidica, como a rancificacdo oxidativa, gelificacdo irreversivel e hidrolise acida,
alterando sua performance macroscopica aplicavel (JAISWAL etal., 2016; LINGAYAT etal., 2017).

Estes sistemas sdo amplamente utilizadas para aplicacdo tépica, principalmente pela industria
cosmética, uma vez que principios ativos de carater lipofilico nanoencapsulados terdo maior
penetracdo devido as caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas da pele, além das propriedades
tecnoldgicas de adesd@o que este sistema oferece, formando um filme protetor de restauracao sobre a
pele danificada quando aplicado (MULLER et al., 2000; FARJADIAN et al., 2019).

2.4. APLICACAO TOPICA

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, funcionando como a principal barreira externa do
corpo; formado por trés principais camadas, a epiderme, a derme e a hipoderme. Cada camada
apresenta funcéo especifica de protecdo. A epiderme é a camada mais superficial da pele formando a
principal barreira contra o exterior. A derme é a camada abaixo da epiderme e tem por principal
funcdo conferir acdes estruturais para dar forca a pele. A hipoderme atua na disposicdo de células de
tecido adiposo para reserva de energia (ZARRINTAJ et al., 2017).

A administracdo pela via topica ou cutanea consiste na aplicacdo de medicamento sobre a
superficie cutdnea ou mucosa, sendo absorvida pela camada epidérmica para dentro da derme através
das principais vias gerais de penetracdo cutdnea: a via anexial e a via transepidérmica que pode

subdividir-se nas vias intracelular ou transcelular, e intercelular (Figura 3).
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Figura 3: Principais vias de transporte de farmacos através da pele. (1) Via transepidérmica; (2) Via
transfolicular; (3) Passagem de moléculas através das glandulas sudoriparas (adaptado de Vieira,
2013).

A penetracdo pela via anexial ocorre através dos anexos presentes na pele como glandulas
sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos, enquanto na via transepidérmica a passagem ocorre pela
camada cornea através das células (via intracelular) ou através da matriz lipoproteica (via intercelular)
(VIEIRA, 2013).

A administracdo topica apesar de ndo ser muito utilizada devido as barreiras da pele e a
dificuldade na velocidade de travessia de farmacos, apresenta vantagens quando comparada a outras
vias de administracdo, pois além de ser um importante local para a absor¢do de farmacos no
tratamento de feridas ou lesbes na superficie externa ou interna do corpo (REZAIE et al., 2019), evita
0 metabolismo hepatico de primeira passagem, possui a capacidade de controlar a administracdo do
farmaco por mais tempo, facilidade na autoadministracdo, conveniéncia e boa aceitacdo pelos
pacientes, e por apresentar niveis sisttmicos muito baixo, reduz a possibilidade de toxicidade do
medicamento (MOODY, 2010; SINGLA et al., 2012).

As formas farmacéuticas de aplicacdo topica mais comuns sdo cremes, pomadas, geis, sprays,
e formulagdes liquidas, que séo facilmente encontradas nas prateleiras comerciais, em contrapartida
alguns fatores podem limitar o transporte de medicamentos atraves da pele, como a presenca de suor
nas glandulas sudoriparas e lipideos nas glandulas sebaceas, que impedem o transporte de farmacos
hidrofilicos, como é o caso do metronidazol, que se desloca contra a via de difusdo do farmaco, e
também a possibilidade de ocorréncia de irritacdes e reacGes alérgicas (CHEN et al., 2012;
LOURENCO, 2013).
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O surgimento da nanotecnologia trouxe diversos avancos para o0 ambito da ciéncia e tecnologia
moderna, atuando principalmente na &rea de entrega de farmacos em sistemas bioldgicos de dificil
acesso terapéutico, por isso a necessidade de utilizar particulas pequenas que sejam capazes de
atravessar o estrato corneo, amplificando seu uso para uma escala industrial devido as aplicabilidades

relacionadas a questdes terapéuticas e de diagnostico (ZARRINTAJ et al., 2017).

2.5. METRONIDAZOL

O metronidazol também conhecido pelo nome comercial Flagyl® (2-metil-5-nitro-imidazol-
1-etanol) é um agente antimicrobiano sintético, cuja estrutura basica derivou da azomicina, um
nitroimidazol (possui em sua constituicdo quimica uma molécula de imidazol com grupo funcional
nitro) isolado de Streptomyces sp., utilizado pela medicina clinica para o tratamento de infecgdes
causadas por microrganismos anaerdbios (Figura 4). Este farmaco foi introduzido no mercado no ano
de 1959 como a Unica terapia efetiva contra tricomoniase, uma infeccao vaginal causada pelo parasita
Trichomonas vaginalis (LOFMARK et al., 2010; LEITSCH, 2019).

N

OH

Figura 4: Estrutura quimica do metronidazol.

Apesar de inicialmente ter sido utilizado contra parasitas, diversos estudos relataram sua
eficacia ativa contra bactérias anaerdbicas e microaerofilicas, como Clostridium spp., Helicobacter
pylori e Bactecroides fragilis, tendo assim seu espectro de a¢do contra patdgenos ampliado, tonando-
se um farmaco indispensavel nos arsenais antimicrobianos utilizados atualmente (ALAUZET et al.,
2019).

Sua entrada na célula é por difusdo passiva na forma de um pro-farmaco, e seu modo de a¢ao
é baseado na reducéo de seu grupo nitro no interior de células bacterianas que possuem nitroredutase,
ou seja, concentracdes baixas de oxigénio, formando um produto intermediario altamente reativo e
citotoxico que reage a varios alvos na célula (modo de acéo pleiotropica), perturbando a maquinaria

gendmica bacteriana por meio da quebra de DNA sem lise celular, entre outras macromoléculas,
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resultando em produtos ndo toxicos e inativos. Entretanto, seu mecanismo de acdo ainda néo foi
totalmente elucidado (LEITSCH, 2019; ALAUZET et al., 2019).

Comercialmente o metronidazol esté disponivel nas formas farmacéuticas de comprimidos e
suspensoes liquidas, como € o caso do Flagyl®, e pomadas para tratamento vaginal, tendo sua
adminstracao por via oral e topica. Apresenta 6tima eficacia no tratamento de infec¢cdes por bactérias
anaerobicas, como infecgdes intra-abdominais, ginecoldgicas, infeccbes dsseas e articulares,
infecgdes na pele, infecgOes orais e dentarias, entre outros, possui um baixo custo no mercado, além
de propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas favoraveis, com baixos efeitos adversos
(LOFMARK et al., 2010).

2.6. CURCUMINA

A curcumina (1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona) é um
curcuminoide polifendlico laranja-amarelado isolado de rizomas de Curcuma longa L., uma espécie
vegetal conhecida popularmente como acafrdo da terra, pertencente a familia Zingiberaceae. Esta
planta tem sido utilizada na medicina tradicional asiatica a mais de 4000 anos devido seu alto
potencial bioldgico e farmacoldgico como acdo anti-inflamatoria, anti-mutagénica, antimicrobiana,
antioxidante, anticancer, cicatrizante, imunomodulatoério, antirreumatica etc., atraindo a atencdo de
diversos pesquisadores para 0 uso terapéutico contra diversas patologias como depressdo, cancer,
ansiedade, infec¢des, doencas hepéticas e sindromes metabolicas (HEWLINGS et al., 2017; RAUF
etal., 2018).

Juntamente com a curcumina, na Curcuma longa L, sdo encontrados outros compostos
quimicos curcuminoides como demetoxicurcumina e bis-emetoxicurcumina, sendo a curcumina o
composto majoritario  (Figura 5). Entretanto, essas moléculas apresentam algumas
caracteristicas/propriedades que as impedem de se tornarem um medicamento aprovado como baixa
bioatividade, biodisponibilidade e instabilidade em solu¢fes aquosas neutras e/ou alcalinas, mesmo
diante de estudos comprobatorios de que o uso da curcumina € seguro e toleravel até mesmo em doses
muito altas (PANDIT et al., 2015; SALEHI et al., 2019).
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Curcumina

OH Bis-emetoxicurcumina

Figura 5: Estrutura quimica dos curcuminoides encontrados em Curcuma longa L. sendo (1)

Curcumina; (1) Demetoxicurcumina e (111) Bis- emetoxicurcumina.

Assim, varias estratégias de entrega da molécula como o uso de micelas, dispersdes sélidas,
nanoparticulas a base de polimeros e lipideos, e lipossomas foram testadas com o objetivo de
melhorar a biodisponibilidade da curcumina em sistemas bioldgicos, uma vez que apresenta alta
capacidade de regular a expressao de diversos alvos moleculares como fatores de transcri¢do e de
crescimento, receptores, citocinas e fatores anti-apoptético (ZAMARIOLI et al., 2015; MIRZAEI et
al., 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1.0BJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar géis poliméricos contendo nanoparticulas lipidicas solidas

baseados em manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) com potencial aplicacao topica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter nanoparticulas lipidicas sélidas baseadas em murumuru contendo metronidazol
e/ou curcumina para aplicacdo topica;

. Caracterizar as nanoparticulas lipidicas solidas quanto as caracteristicas
organolépticas;

. Caracterizar nanoparticulas lipidicas solidas quanto ao tamanho da particula, indice de
polidispersdo (Pdl), potencial zeta, morfologia

o Determinar a eficiéncia de encapsulacdo do metronidazol e curcumina nas
nanoparticulas lipidicas sélidas;

. Avaliar a estabilidade das nanoparticulas lipidicas sélidas produzidas;

. Obter geis poliméricos para incorporacdo das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo

metronidazol e curcumina;

. Determinar a viscosidade dos géis poliméricos contendo nanoparticulas lipidicas
solidas;
o Avaliar in vitro a atividade antibacteriana dos géis poliméricos contendo

nanoparticulas lipidicas solidas;
o Avaliar o perfil de liberacdo in vitro do metronidazol e curcumina nanoencapsulados

por nanoparticulas lipidicas sélidas;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.MATERIAL

Pluronic® F-127, Polissorbato® 80, Tween 20, Metronidazol® (Sigma-Aldrich, EUA),
Natrozol® 250, Carbopol® 940 (Sigma-Aldrich, EUA) e curcumina (Sigma-Aldrich, EUA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, EUA; a Manteiga de murumuru (Astrocaryum murumuru Mart.) foi
comprado na Industria Amazon Oil (Pard, Brasil).

4.2. METODOS

4.2.1. Preparo das nanoparticulas lipidicas solidas (NLS)

As NLS foram preparadas pela da técnica de temperatura inversao de fase — PIT (do inglés,
Phase Inversion Temperature) seguida de ultrassonicagdo, descrita por MULLER et al., 2000.
Inicialmente foram preparadas quatro formulagdes baseadas no tridngulo ternario para padronizacao
de cada componente (fase oleosa e aquosa) variando as concentracdes de (i) agua, (ii) manteiga e (iii)
mix de tensoativos, além do tipo de energia aplicada (ultrassonicacdo e Ultra-turrax T-25%).

Na Tabela 1 pode-se verificar as composic¢6es das formulacdes preparadas, tendo como fase
oleosa a manteiga de murumuru e um mix com proporcBes de diferentes tensoativos de carater
lipofilico (Tween 20, Pluronic® F-127, Cremophor 35 e 1,2-Propilenoglicol), enquanto a fase aquosa

era apenas agua ultrapura.

Tabela 1: Composicdo das formulacBes para o preparo das Nanoparticulas Lipidicas Solidas pela
técnica de temperatura de inversao de fase (PIT) e as diferentes energias aplicadas na preparacao.

Fase Oleosa Fase Aquosa ]
Formulacdes i _ Energia
Murumuru Tensoativo Agua

5% (Tween 20: Pluronic® ]

F1 15% 80% Ultrassonicador
F-127 1:1)

5% (Cremophor 35: 1,2-

F2 15% 80% Ultra Turrax

Propilenoglicol 3:1)

5% (Cremophor 35: 1,2- )
F3 15% ) ) 80% Ultrassonicador
Propilenoglicol 3:1)

5% (Tween 20: Pluronic®
F4 15% 80% Ultra Turrax
F-127 1:1)
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No processo de preparacao, a fase oleosa para F1 e F4 foi aquecida a 60 °C com agitacao
magnética constante de 1600 rpm, até fusio dos componentes com posterior adi¢do de Pluronic® F-
127. Apos fusdo e mistura do surfactante, a fase aquosa pré-aquecida a 60 °C foi gotejada na fase
oleosa com o auxilio de uma micropipeta. As formulacGes permaneceram em agitacdo constante de
1600 rpm por 15 minutos a temperatura de 60 °C. Apds este periodo, a F1 foi sonicada por dois
minutos (Duty Cycle 90%, Output 4) no Ultrasonicador Sonifier 450 (Branson Ultrasonics Co.,
Danbury, CT); e mantida em repouso a temperatura ambiente para resfriamento. A formulacéo F4 foi
submetida a uma alta agitacio de 10.000 rpm no Ultra-turrax T-25® por 5 minutos e posterior
resfriamento da mesma a temperatura ambiente.

Nas formulagdes F2 e F3 a fase oleosa compostas por manteiga de murumuru, Cremophor 35
e 1,2- Propilenoglicol, fundidas a 60 °C com agitacdo magnética de 1600 rpm e posterior dispersdo
da fase aquosa na fase oleosa, mantendo em agitacdo por 15 minutos. F2 foi submetida a agitacao de
10.000 rpm por cinco minutos no Ultraturrax T-25, enquanto F3 foi sonicada pelo tempo de dois
minutos (Duty Cycle 90%, Output 4) no Ultrasonicador Sonifier 450 (Branson Ultrasonics Co.,
Danbury, CT), apds esses processos ambas as formulacdes permaneceram a temperatura ambiente
para resfriamento.

Farmacos modelos como metronidazol e curcumina foram incorporados na fase oleosa das
formulacGes, que apresentaram resultados satisfatérios, na concentracdo de 10 mg/g e 1 mg/g
respectivamente, tendo-se entdo quatro formulagdes de trabalho: a) NLS vazia; b) NLS Met; c) NLS
Curcumina; d) NLS Met+Cur.

4.2.2. Caracterizagdo organoléptica das NLS

As caracteristicas organolépticas foram determinadas pela observacéao da presenca de grumos,
separacdo de fases, solidificacdo, alteracdo da cor e fluidez; logo apds a preparacdo de cada
formulacéo e a longo prazo (ANVISA, 2007).

4.2.3. Caracterizagdo Fisico Quimica das NLS
4.2.3.1. Determinacdo de tamanho, indice de polidispersidade e carga de superficie

(potencial zeta)
As formulacGes foram avaliadas em um equipamento ZetaSizer SZ90 (Malven, EUA) e

determinados o tamanho das particulas e indice de polidispersidade (PDI) por espalhamento dindmico
de luz (DLYS); e a carga de superficie (potencial zeta) por mobilidade eletroforética. utilizando cubetas
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de poliestireno (1cm?), com angulo fixo de 90 graus. Para a analise, cada formulagéo foi diluida 1:100

com &gua ultrapura (v/v) e realizadas analises em triplicata.

4.2.3.2. Analise de rastreamento de nanoparticulas (ARN)

O ensaio de ARN foi realizado no Laboratério de Farméacia e Tecnologia Farmacéutica da
Universidade do Estado de Sdo Paulo (UNESP), utilizando o equipamento NanoSight NS300
(Malvern, UK), e as imagens capturadas foram analisadas utilizando o software NTA 2.0 NanoSight,
para a determinacdo da concentragdo, distribuicdo e do tamanho médio das nanoparticulas em
suspensdo. Para a andlise de ARN, as amostras foram previamente diluidas em &gua deionizada a

uma proporc¢do de 1:100.000 e injetadas com seringas estéreis.

4.2.3.3.Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) é utilizada para obtencdo do tamanho médio
e morfologia de nanoparticulas. Para isso, aliquotas de cada amostra foram diluidas em &gua destilada
(1:100 v/v). Posteriormente, 5 pL das formulag¢des foram aplicadas no suporte de cobre (grid) de 400
mesh, revestido com Formvar 0,4% (m:v em cloroférmio), as amostras foram secas a temperatura
ambiente. Apos secagem, as amostras foram expostas a vapor de tetroxido de ésmio por 5 minutos.
As micrografias foram obtidas em microscépio eletronico de transmissdo JEOL 1011, operando a 100
kV, do Laboratério de Microscopia e Microandlise do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia (IB-UnB). As micrografias também foram analisadas a fim de obter a

frequéncia de distribuicdo de tamanho, com medi¢do manual utilizando o software ImageJ.

4.2.4. Obtencao de géis mucoadesivos contendo NLS

Foram preparadas bases galénicas geleificantes de caracteristica hidrofilica empregando-se
como polimero o hidroxietilcelulose (Natrozol®250) e Carbémero (Carbopol®940) em diferentes
concentragdes comumente empregados na farmacotécnica de formas farmacéuticas semissolidas (DE
MELLO, 2006). A composicao do gel base de carbopol pode ser observado na Tabela 2.

Para o preparo das bases, foram pesados separadamente os polimeros hidroxietilcelulose
(HEC) e Carbdmero (Carbopol®940), propilenoglicol, nipagin, nipazol e 4gua destilada g.s.p. Os
conservantes (nipagin e nipazol) foram diluidos em &gua g.s.p (quantidade suficiente para preparo) e
essa mistura foi levada a uma placa aquecedora sob temperatura de 55,0 £ 2,0° C, ajustando o pH

para 6 com aproximadamente 2 ml NaOH 20% (p/v).
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Tabela 2: Composic¢éo do gel base de carbopol.

Componentes Concentracéo (%)
Carbopol 0, 25
Propilenoglicol 2,5
Nipagin e Nipazol 0,1
EDTA 0,05
Agua destilada g.s.p 50
Nanoparticulas 5

A base de hidroxietilcelulose foi realizada em chapa aquecedora em temperatura de 55 a 70°
C, seguido de agitacdo constante de 1600 rpm. Inicialmente, parte da dgua foi aquecida com adicdo
lenta do polimero. Em seguida, foram adicionados os conservantes, propilenoglicol e mantida em
agitacdo por 12 horas até completa homogeneizacao do sistema. Para o preparo da base de carbopol
ndo foi necessario levar ao aquecimento, apenas a agitacdo constante. A composicao do gel base de

hidroxietilcelulose pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3: Composic¢éo do gel base de hidroxietilcelulose.

Componentes Concentracao (%)
Hidroxietilcelulose 0, 25
Propilenoglicol 2,5
Nipagin e Nipazol 0,1
Agua destilada g.s.p 50
Nanoparticulas 5

Ap0s 24 horas do preparo de todas as bases, foi realizada a incorporacdo de 5% de NLS com
farmaco para o peso final de 50 g de gel, além disso foram também incorporados outros volumes de
NLS (10, 15 e 20 ml) com o objetivo de verificar o limite de viscosidade dos géis com a adigéo de

maior volume de amostra.

4.2.5. Estudo da estabilidade das NLS e dos géis

Ap0s a determinagéo das formulagfes mais estaveis entre as 4 obtidas, de acordo com a Tabela

1, formulacBes de NLS contendo farmacos ou ndo (NLS vazia) e dos géis mucoadesivos contendo
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NLS foram armazenadas em recipientes de vidro, protegidos da luz e: (i) mantidas a temperaturas
especificas (estabilidade a longo prazo) e (ii) submetidas a ciclos de estresse térmico.

A estabilidade a longo prazo foi também avaliada ap6s trés meses de armazenamento a 37 *
2°Ceb5+2°C,naausénciaou presenca de luz (ZAMARIOLI et al., 2015).

Para o teste de estresse térmico, as formulacGes foram submetidas a ciclos de estresse
alternando 24 h na estufa a 37 £ 2° C e 24 h na geladeira a 5 + 2° C, fechando um ciclo a cada 48
horas, totalizando seis ciclos completos. No final de cada ciclo, foram avaliadas as caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas das amostras; e aferido a faixa do pH de cada amostra com fita de
medidor de pH (MACHEREY-NAGEL).

4.2.6. Andlise de Viscosidade

As viscosidades do gel de Carbopol® e Hidroxietilcelulose foram determinadas em um
viscosimetro Brookfield modelo DV-E, utilizando os spindles B-LV-4 (64) e B-LV-5 (65) no
Laboratorio de Pesquisa e Desenvolvimento Farmacotécnico e Cosmético da Universidade Federal
do Oeste do Para.

Para o gel que apresentou caracteristicas pré-estabelecidas, foi avaliado a viscosidade do gel
com a adi¢do de diferentes volumes de NLS (vazias e com farmaco): 5, 10, 15 e 20 ml, para q.s.p de

50 g de gel.

4.2.7. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos géis mucoadesivos contendo NLS

A atividade antimicrobiana das NLS vazia, NLS Met, NLS Curcumina, NLS Met+Cur e dos
géis contendo NLS com metronidazol, curcumina e com ambos os farmacos foram realizadas no
Laboratdrio de Produtos Farmacéutico do departamento de Farmécia (LAPFAR) da Universidade de
Brasilia; e avaliados através do metodo de difusdo em agar, empregando pocos utilizando a tecnica
de monocamada. Neste teste foram utilizados alguns microrganismos encontrados em afec¢des, como
Candida albicans (ATCC 90028), Escherichia coli (ATCC 35218) e Candida parapsilosis doadas
pelo Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, e Staphylococcus aureus (INCQS 00402)
doada pela Fundacéo Oswaldo Cruz — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

Em triplicatas de placa de Petri foram distribuidos 25 mL de meio Agar Muller Hinton estéril
(Kasvi) para as bactérias e Agar sabouraud dextrose estéril (Kasvi) para levedura, e ap6s solidificacéo
do meio de cultura foi inoculado 0,3 mL de cada suspensdo microbiana, previamente padronizada
com escala de McFarland 1,0 (3,8 x 10 UFC/mL) para bactérias e 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL) para

levedura, e espalhada com o auxilio de um swab estéril. Foram perfurados pocos com didmetro de 6-
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8 mm em pontos equidistantes no meio de cultivo solidificado, em seguida foi adicionado um volume
de 100 pL das amostras de cada formulacéo.

As placas contendo os microrganismos foram incubadas a 35°C por 24 horas. Apo6s a
incubacdo, os didametros dos halos de inibicdo formados ao redor das amostras foram mensurados

com auxilio de uma régua milimetrada. Foi calculado o desvio padrdo das triplicatas.

4.2.8. Quantificacdo do Metronidazol e Curcumina (RAPALLI et al., 2020)

4.2.8.1.Curva de calibracéo - Metronidazol

Para a curva de calibragcdo preparou-se uma solugéo estoque de metronidazol contendo
PBS:MetOH 1:1 (v/v), na concentracdo de 10 mg/mL. A partir dessa solucdo estoque, foram
preparadas diluicGes para a curva de calibracdo com as seguintes concentra¢des: 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2;
4; 8; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 80; 100; 120; 150; 180 e 200 pg/ml para metronidazol. As leituras para

a construcdo da curva foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 330 nm.

4.2.8.2.Curva de calibracdo - Curcumina

Para a curva de calibracdo preparou-se uma solucdo estoque de curcumina contendo
PBS:MetOH 1:1 (v/v), na concentracdo de 1 mg/mL. A partir dessa solucdo estoque, foram
preparadas diluicBes para a curva de calibracdo com as seguintes concentra¢des: 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2;
4 e 8 pg/ml para curcumina. As leituras para a constru¢do da curva foram realizadas em

espectrofotdmetro lidas em fluorescéncia.

4.2.9. Eficiéncia de encapsula¢ao

As nanoparticulas contendo metronidazol e curcumina foram diluidas em cloroférmio na
proporcao de 1:1 (v/v), em seguida submetendo a banho de ultrassom por 10 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 14000 rpm por 30 minutos com posterior coleta do sobrenadante; este foi entéo
submetido mais uma vez a banho de ultrassom por 10 minutos a 40°C e centrifugado por 5 minutos a
20 °C a 2500 rpm (ARAUJO et al.,, 2020). Recolhido o sobrenadante e analisado em

espectrofotémetro. A eficiéncia de encapsulacédo foi calculada com a seguinte equagéo:

EE% = concentracao obtida/ concentracéo tedrica X 100
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4.2.10. Estudo de liberagdo in vitro das formulacgdes contendo metronidazol e curcumina

Com o objetivo de avaliar o perfil de liberacdo da metronidazol e curcumina encapsulados nas
NLS, foi realizado pelo método de dialise descrito por Araujo 2020, com adaptacGes, utilizando
membrana de dialise Spectra/Pro® com poros permeaveis por espécies de até 14kDa e como meios
extratores para os farmacos composto de uma solucéo de PBS:MetOH 1:1. Os sacos de dialise foram
preenchidos com 1 mL da formulacdo em estudo; para as NLS contendo metronidazol, a dialise foi
realizada em 50 ml da solucdo extratora com agitacdo constante, enquanto 0s sacos contendo
curcumina encapsulada foram mergulhados em 250 ml da solucdo extratora.

Aliquotas de 1 ml foram coletadas da solucdo extratora em intervalos de tempo pre-
determinados de 0; 5; 10; 20; 30; 60 minutos; 2 horas; 4 horas; 6 horas; 8 horas; 1 dia; 3 dias; 6 dias
e 8 dias, com reposicdo do mesmo volume imediatamente ap6s cada coleta. A quantificacdo foi
realizada em espectrofotdmetro (Spectramax M3 — Molecular Devices USA), de absorbancia no
comprimento de onda de 330 nm para metronidazol e de fluorescéncia para a curcumina com
excitacdo de 420 nm e emissdo a 520 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) do

metronidazol e curcumina liberados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencéo e Caracterizacdo da NLS

Para a escolha da formulacdo destinada a encapsulagdo de metronidazol e curcumina, 0
primeiro passo para o desenvolvimento das NLS foi o estudo de compatibilidade entre os
componentes e as tecnicas utilizadas no processo. Os resultados iniciais obtidos variando as
proporcdes dos componentes das formulagBes das NLS ap6s o preparo, podem ser observados na
Tabela 4.

Tabela 4: Resultados de tamanho, PDI, potencial zeta e caracteristicas organolépticas das

nanoparticulas.

Formulacdes Tamanho PDI/ SD Carga Caracteristicas
(nm)/ SD Superficie Macroscépicas
(mV)/ SD
F1 172,3+1,124 0,157 + 0,007 -28%+15 Fluidez e homogeneidade
F2 -ND -ND -ND Cremagem, separacdo de

fases e presenca de grumos
F3 -ND -ND -ND Cremagem, separacdo de

fases e presenca de grumos
Fa -ND -ND -ND Cremagem, separacdo de

fases e presenca de grumos

ND — Né&o Determinado

As amostras F2, F3 e F4 foram descartadas e ndo analisadas quanto ao tamanho, PDI e
potencial zeta por apresentarem caracteristicas macroscopicas (Tabela 4) que provocaram a
desestabilizacdo do sistema proposto. Estes resultados indicam que a utilizacdo do ultraturrax nao
promoveu uma homogeneizacao suficiente para manter a emulséo estavel. O mesmo néo ocorreu na
utilizagdo da sonda Ultrassonica para F1.

Os valores de tamanho e PDI obtidos na F1 (172,3 £ 1,124 nm e 0,157), demonstram que a
alta energia fornecida ao sistema pela sonda ultrassdnica promoveu uma melhor dispersdo dos
excipientes/componentes presentes na formulacdo pelo aumento da entropia, um vez que essa
desordem energética possibilitou a reorganizacdo estrutural dessa mistura mantendo a formulacao
estavel na escala nanométrica, ou seja, sendo incapaz de reverter o processo organizacional do sistema
proposto (NLS) (SAMIMI et al., 2019). Processo este ndo observado nas formulacgdes 2, 3 e 4 onde
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a desordem energética necessaria para a estabilidade do sistema néo foi obtida pelas misturas de fases
e energias aplicadas (Tabela 4).

A carga de superficie, também conhecida como potencial zeta, é o potencial elétrico em um
plano de cisalhamento e é considerado uma propriedade fisico-quimica que pode ser utilizado como
parametro de otimizagdo de sistemas coloidais. De acordo com a literatura em valores iguais ou
maiores que -30 a +30 mV indicam uma estabilidade adequada do sistema proposto, auxiliando na
previsdo da estabilidade fisica das formulagdes ao longo prazo, pois podem impedir a agregacao das
particulas com posterior aumento do tamanho levando a desestabilizacdo da formulacédo
(SUBRAMANIAM et al., 2020). Com isso, baseados em critérios de exclusédo estes parametros foram
adotados para o desenvolvimento de todas as NLS utilizadas neste estudo.

A técnica de inversdo de fase pela utilizacdo de temperatura— PIT € amplamente utilizada para
a obtencdo de sistemas coloidais nanométricos por baixa energia, baseado na capacidade que 0s
tensoativos possuem de mudar a afinidade entre agua e 6leo com o auxilio da temperatura, ou seja, 0
tensoativo converte a emulsdo do tipo o/a para o tipo a/o, tendo em vista que a lipofilicidade das
moléculas dos compostos surfactantes aumenta quando ocorre um aumento de temperatura, se essa
temperatura for ainda mais elevada, a afinidade entre os compostos torna-se ainda alta para estabilizar
formulag6es emulsionadas do tipo a/o, evitando a aglomeracgéo de particulas.

Outra técnica de obtencao também bastante utilizada é a de ultrasonicacdo e homogeneizagdo
de alto cisalhamento, que consiste em dispersar as particulas por meio de uma pressdo mecéanica
acelerada em uma curta distancia com alta velocidade e forca, isso possibilita a formacgdo de
nanoparticulas com tamanho reduzido (GANESAN & NARAYANASAMY, 2017).

Resultados similares foram obtidos por Shinde e colaboradores 2019, pela técnica de inversdo
de fases, onde obtiveram nanoparticulas com metronidazol encapsulado com tamanho médio de 276
nm e um PDI de 0,3. Considerando os resultados iniciais de F1 como satisfatdrios para o sistema
proposto neste estudo, as formulagbes de NLS contendo metronidazol (NLS Met) e curcumina (NLS
Curcumina) foram preparadas de forma analoga a formulacdo sem estes compostos (NLS Vazia)
incorporando-os na fase oleosa de F1. Posteriormente as NLS Met e NLS Curcumina foram
incorporadas nas formulas farmacéuticas gelificantes de carbopol e hidroxietilcelulose, formando
géis com NLS.

A caracterizacdo fisico-quimica das NLS Met e NLS Curcumina demonstraram valores
semelhantes apresentado por F1 (NLS Vazia), considerando as caracteristicas de tamanho médio de

particula, PDI, potencial zeta como descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados de tamanho, PDI, potencial zeta e caracteristicas organolépticas das

nanoparticulas.
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Formulagdes Tamanho PDI/ SD Carga Caracteristicas

(nm)/ SD Superficie Macroscopicas
(mV)/ SD
NLS vazia 172,3+1,124 0,157 + 0,007 -28+1,5 Fluidez e homogeneidade
NLS Met 194,2 £2,207 0,227 £ 0,010 -28+1,2 Fluidez e precipitacdo de
Met
NLS 1929+3522 0,215+0,011 -29+04 Fluidez e homogeneidade
Curcumina
NLS Cur Met 201 + 0,152 0,180 + 0,011 -27+0,2 Fluidez e precipitacdo de
Met

Para uma aplicacdo tdpica das NLS, as nanoparticulas devem ter um tamanho adequado
suficiente para que tanto a matriz quando o principio ativo que esta sendo carregado ndo seja
absorvido a nivel sistémico, porém € necessaria uma certa penetracao no sistema corneo para que se
tenha uma atividade terapéutica satisfatoria. Um estudo realizado por Zamariol et al (2015) sobre
testes de permeacdo usando células de difuséo de Franz, mostram que nanoparticulas com o diametro
de 210,4 £+ 146,6 nm aplicadas em pele de orelha de porco, foram incapazes de atravessar o extrato

cdrneo sem ser absorvido a nivel sistémico, podendo evitar possiveis toxicidades ao organismo.

5.2. Andlise de rastreamento de nanoparticulas (ARN)

A determinacdo do tamanho das particulas é uma etapa importante para estudos de aplicacao
biol6gica podendo ser mensurado por técnicas como DLS e ARN, sendo o ARN uma analise
complementar ao DLS. A ARN é uma técnica inovadora capaz de fornecer, além do tamanho das
particulas e sua dispersdo, a sua concentracdo em um volume conhecido em tempo real (FILIPE et
al., 2010; DE MORAIS RIBEIRO et al., 2018).

Como pode ser observado na Tabela 6, as nanoparticulas avaliadas apresentaram tamanho
médio entre 124,6 e 152,4 nm. Quanto a concentragdo das nanoparticulas, observou-se que todas as
amostras demonstraram acordantes com os resultados do estudo de Ribeiro e colaboradores, 2018 no
qual NLS apresentaram concentracdes que variavam de 4.8 + 0.1x1012.

Apesar de ser considerada uma técnica de caracterizacao relativamente nova, 0 ARN apresenta
vantagens quando comparado a outras técnicas, como o0 MEV, MET e AFM, pois é mais rapida e
robusta, permitindo a analise de uma grande quantidade de amostras, que por serem analisadas em
solugéo, ndo necessitam de secagem, além de ser um metodo preciso na determinacéo do tamanho de
nanoparticulas monodispersos e polidispersos.
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A diferenca dos tamanhos encontrados nas analises de DLS e ARN correspondem ao fato das
distribuigcdes obtidas pelo DLS serem maiores, pois considera a fracdo da maior populagéo de
particulas, enquanto o ARN considera o numero total de particulas na amostra (CALDAS et al.,
2020).

Tabela 6: Resultados obtidos ap6s a caracterizacao coloidal por ARN.

Concentracao
Amostra Tamanho (nm) (particulas /(r;n L)
NLS vazia 1246+ 25 1,75%10%3
NLS Curcumina 1524 +51 3,50x10%?
NLS Met 140,8+1,3 3,40 x10%3
NLS Cur Met 145,7+0,9 5,42x10%?

5.3. Microscopia eletronica de transmissao

Nesta técnica, € possivel obter a morfologia e a distribuicdo da NLS, resultando em imagens
de alta resolucdo, possibilitando também a obtencdo do tamanho da particula, deformacéo do sistema
e possiveis dispersdes de farmacos.

Este método € importante pois permite a averiguacao do diametro real das nanoparticulas,
tendo em vista que o didmetro hidrodindmico, definido como o tamanho efetivo de uma particula
quando esta dispersa em um liquido, depende das flutuacdes de intensidade da luz visivel espalhada
pelas particulas enquanto fazem movimentos brownianos aleatorios no liquido, ou seja, o tamanho
real das particulas observadas em microscopias eletrdnicas deve ser muito menor uma vez que,
obrigatoriamente, as amostras necessitam de secagem para analise (KULKARNI, 2015).

Observando as micrografias obtidas por MET, € possivel visualizar a formacdo das
nanoparticulas, com formatos esféricos e distribuicdo de tamanho variados (Figura 6). Os resultados

das micrografias podem ser observados na figura 6, juntamente com as frequéncias de distribuicéo.
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Figura 6: Micrografias tiradas em microscopio eletrdnico de transmissao e Frequéncia de distribuicdo
de nanoparticulas baseado nas micrografias: (A) NLS-vazia; (B) NLS Met; (C) NLS Curcumina e (D)
NLS Met+Cur.

5.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos géis contendo NLS

No ensaio de monocamada, ndo foi observado inibicdo do crescimento fungico de C. albicans

para todas as amostras testadas. Para o teste frente a cepa C. parapsilosis, foi observado inibi¢éo do
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crescimento fangico na aplicacdo dos Gel sem NLS (47,2 mm), contendo NLS vazia (32 mm) e NLS
Met+Cur (35 mm). Quanto ao teste frente a cepa S. aureus foi observado inibi¢cdo do crescimento
fangico para as amostras de Gel NLS Met (15 mm) e Gel NLS Met+Cur (12 mm). Para E. coli foi
observado halos de inibicdo nas amostras NLS Met (33,5 mm), NLS Met+Cur (32,5 mm), Gel NLS
Met (33,5 mm) e Gel NLS Met+Cur (30 mm). O gel de Carbopol (Controle) ndo apresentou inibicéo

de crescimento frente as outras cepas testadas. Os resultados podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: : Média do diametro dos halos de inibicdo (mm) frente a Candida albicans; Candida
parapsilosis, S. aureus e E. coli; Controle (Gel de Carbopol); GN (Gel com NLS); GN met+cur (Gel
com NLS metronidazol e curcumina); GN met (Gel com NLS mais metronidazol); N-m+c (NLS mais

metronidazol e curcumina); N-met (NLS mais metronidazol) e N-cur (NLS curcumina).

Microrganismos (Halo de inibicéo —

Amostas
mm)

C. C. S. E.

albicans parapsilosis aureas coli

Controle 0 mm 47,2mm  0mm 0
mm

NL.S 0mm 32 mm 0 mm 0
Vazia mm
NLS 0mm 0 mm Omm 335
Met mm

NLS 0mm 0 mm 0mm 0
Cur mm
NLS 0mm 0 mm Omm 325
M+C mm

GN 0mm 0 mm 0mm 0
Vazia mm
GN Met 0mm 0 mm 15 33,5
mm  mm

GN Cur 0 mm 0 mm 0mm 0
mm

GN 0mm 35 mm 12 30
M+C mm mm

Através da avaliacdo da atividade antimicrobiana foi possivel demonstrar a difusdo do
farmaco para o meio. Desta forma, os resultados obtidos demonstram que os farmacos
nanoencapsulados conseguem uma difusdo na forma “livre” e incorporado ao gel de Carbopol, que
obteve melhor performance na difusdo dos farmacos, o que pode ser devido a sua alta viscosidade,
impedindo sua rapida erosdo no meio aquoso.
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Estudos realizados por Pandit e colaboradores (2015), prop6em que um dos mecanismos de
acdo antibacteriano, da curcumina encapsulada, refere-se ao grupo fendlico que interage com a
camada externa de lipopolissacarideo presente nas bactérias Gram-negativas, enfraquecendo e
quebrando a parede celular bacteriana, resultando na morte da célula.

No mesmo estudo, os autores obtiveram um halo de inibi¢do de 10 mm utilizando curcumina
encapsulada por nanoparticulas poliméricas contra S. aureus, e 20 mm de halo de inibicdo com
nanoparticulas incorporadas em uma base farmacéutica na forma de creme, considerando a amostra
com melhor performance, quando comparado a acdo de antibioticos comerciais como cloranfenicol
(40 mm) para S. aureus, considerado Pandit 2015 como eficaz na inibicdo do crescimento, € 29 mm

para E. coli.

5.5. Analise de Viscosidade do Géis

Formulacbes desenvolvidas para a liberacdo sustentada de farmacos de uso tdpica devem
apresentar caracteristicas fisicas especificas relativas a viscosidade como; a propriedade de fluxo do
tipo pseudopléstico, pois deformam durante a aplicagdo facilitando o seu espalhamento e
recuperando a viscosidade inicial no momento que se encerra a aplicagdo; o que pode propiciar a
adesdo da formulacdo no local (NUNES et al., 2016).

Durante o estudo de viscosidade, os géis de Carbopol e Hidroxietilcelulose apresentaram uma
relacdo ndo linear entre o gradiente de cisalhnamento e os valores das viscosidades aparentes (Figura
7), caracterizando-os como fluidos ndo-newtoniano, seguido da reducdo da viscosidade com o
aumento do gradiente de cisalhamento (velocidade de agitacdo), tipico de sistemas pseudoplastico.
Esse comportamento de fluxo é atribuido ao alinhamento das particulas assimétricas provocado pelo
aumento da velocidade de cisalhamento, relacionado a redugcdo da viscosidade dos sistemas
(BRETAS; D’AVILA, 2010).
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Figura 7: Viscosidade dos géis de Carbopol e Hidroxietilcelulose.

Ademais, o tipo de polimero, assim como a concentracao deste na formulacéo, influenciou a
caracteristica de viscosidade do produto, sendo o gel com Carbopol o que apresentou maior valor de
viscosidade aparente em detrimento do gel de hidroxietilcelulose. Desta forma, o gel de Carbopol foi
utilizado para a obtencdo das formulacGes posteriores (LEE et al., 2009; SUBRAMANIAM et al.,
2020).

A viscosidade de uma suspensdo pode sofrer alteragdes que estdo ligadas diretamente as
caracteristicas fisico quimica das nanoparticulas, como tamanho, distribui¢do de tamanho, potencial
zeta e a fragdo de volume maximo a ser adicionado, ou seja, para suspensdes, o volume da fracéo e o
volume maximo de fracdo a ser adicionado podem influenciar a viscosidade final da formulacéo
(HILL & CARRINGTON, 2006; SUBRAMANIAM et al., 2020).

Com o objetivo de avaliar a relacdo entre o volume maximo de NLS incorporados na base
gelificante de carbopol, o qual manteria a natureza concava do reograma, inclinado em dire¢éo ao
eixo da taxa de cisalhamento, mostrando se o gel permanece com o fluxo pseudopléstico; volumes
extras de 5, 10, 15 e 20 ml das NLS (vazias e com metronidazol e/ou curcumina) foram adicionadas
para um g.s.p de 50 g de gel, mantidas sob diferentes velocidades de agita¢do para a determinagdo da
viscosidade. De acordo com a figura 8 podemos observar que em todos os volumes de NLS aplicados
ocorreu uma relacéo entre aumento da velocidade de agitacdo e reducédo da viscosidade apesar da
variagdo dos volumes de NLS adicionados, apenas o volume de 10 mL apresentou uma viscosidade

maior que 15000 mPas em detrimento dos outros volumes analisados.
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Figura 8: Viscosidade dos geéis de Carbopol contendo diferentes volumes de NLS.

5.6. Estudo da estabilidade

FormulacGes estaveis sdo aquelas que possuem a capacidade de manter suas caracteristicas
fisico-quimicas inalteradas em relacdo aos critérios de estabilidade pré-estabelecido ao longo de um
determinado tempo sob condicdes esperadas (MARIN et al., 2017).

As formulacdes de NLS e NLS no gel de carbopol, permaneceram homogéneas, com cor
brilhante, odor caracteristico e auséncia de separacdo de fases durante o estresse térmico a
temperatura de 37° C e 5 °C, contudo apresentou separacdo de fases as formulagdes de NLS néo
incorporadas ao gel quando armazenado a temperatura de 37 °C depois de um més de armazenamento.
O pH permaneceu estavel durante os ciclos, apresentando um pH de 5,0 para as NLS e de 4,0 para as
NLS no gel, valores ideais e que se aproximam do pH de uma pele saudavel que esta faixa de 4 a 6
(ZAINAL et al., 2020).

Outro teste de estabilidade foi realizado por 90 dias, com amostras armazenadas a
temperaturas de 5 + 2 ° C, na auséncia ou na presenca de luz. A avaliacao organoléptica das amostras
ndo mostrou mudancas significativas nas aparéncias e sem separacdo de fases. O pH ndo mudou

significativamente apds trés meses, se comparado ao inicio dos testes.

5.7. Eficiéncia de encapsulagéo

Inicialmente, para a quantificacdo dos farmacos encapsulados, foram feitas duas curvas
analiticas, uma para curcumina e outra metronidazol, aplicando o célculo de regressao linear pelo

método dos minimos quadrados fazendo associacao linear por meio do coeficiente de correlagéo e de
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determinacéo (R?). A equacio da reta obtida da curva de curcumina foi y = 11,938x + 3,1164 e 0o
coeficiente de correlagdo foi 0,9928. Para a curva de metronidazol, a equacdo da reta foi de y =
0,0089x + 0,48 e o coeficiente de correlacdo foi 0,9914. Como apresentado nas figuras 10 e 11
respectivamente. De acordo com 0 RDC N° 166 da ANVISA (2017), o coeficiente de correlacdo deve

estar acima de 0,990, demonstrando uma 6tima correlacdo nos resultados obtidos.
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Figura 9: Curva de calibracdo de curcumina obtido por espectrofotdmetro.
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Figura 10: Curva de calibracdo de metronidazol obtido por espectrofotémetro.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) é definida como a porcentagem de drogas ou moléculas
bioativas encapsuladas na matriz de sistemas nanoestruturados em referéncia a quantidade total de
farmaco adicionado na formulagdo. A EE é um pardmetro de caracterizacdo crucial usado na
avaliacdo da qualidade das formulagdes durante o processo de armazenamento. A imprecisao da EE
pode ser um fator determinante na triagem de formulag6es para aplicagdes clinicas, podendo ter uma
dosagem incorreta e indesejada com efeitos colaterais pertinentes devido as agdes de liberacéo

prolongada e farmacoldgica dessas nanoestruturas quando em interagdo com o organismo.
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O processo de quebra das nanoestruturas para a separacdo completa de farmaco livre é
dificilmente alcangado devido as caracteristicas fisico-quimicas que estes materiais possuem, como
tamanho pequeno, baixa densidade, e alto consumo de energia para uma separacdo satisfatoria. No
entanto, existem varios métodos de quebra das nanoestruturas, como ultrafiltracdo, centrifugacao,
cromatografia e banho de ultrassom.

A eficiéncia de encapsulacdo estimada foi de 98,4% demonstrando um alto grau de
aprisionamento de drogas, corroborando com os resultados encontrados por Rohini e colaboradores,

que obtiveram uma eficiéncia de 90,86% em nanoparticulas lipidicas.

5.8. Perfil de liberacao in vitro das nanoparticulas lipidicas sélidas contendo metronidazol e
curcumina

As analises de liberacdo de metronidazol e curcumina nanoencapsulados foram realizadas
pelo método de dialise, utilizando como meio extrator PBS:MetOH 1:1 para os dois farmacos. Os
testes de quantificacdo de curcumina e metronidazol nos meios extratores foram avaliados nos
periodos de 0 min; 5 min; 10 min; 20 min; 30 min; 1 hora; 1 hora e meia; 4 horas; 6 horas; 8 horas;
24 horas; 72 horas; 6 dias e 8 dias. As porcentagens de liberacdo do acumulo de metronidazol e
curcumina nas NLS foram: 71% em 3 dias para NLS Curcumina; 100% em 6 horas para NLS Met;
os resultados obtidos estdo presentes figura 12. Durante o periodo de dialise, pode-se observar

visivelmente uma mudanca na coloracdo do meio extrator, ndo apresentando sedimentagéo no saco
de didlise.
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Figura 11: Perfil de liberagdo de curcumina e metronidazol nanoencapsulados obtido pelo método

de dialise.

O processo de liberacdo de um ativo a partir de uma nanoparticula é bastante complexo, pois
pode ser afetado por fatores como a degradacdo da matriz lipidica, afinidade entre o farmaco e matriz
coloidal como também a cristalinidade do farmaco. Diante da caracteristica lipofilica da curcumina,
este farmaco apresenta elevada afinidade pela matriz lipidica, que é corroborado pela eficiéncia de
encapsulacdo, e pela menor taxa de liberagdo da curcumina nas nanoparticulas em comparagdo com
a curcumina livre.

Essa taxa de liberacdo pode ser vantajosa para a aplicacdo pretendida, reforcando a
possibilidade de utilizacdo das NLS como um sistema reservatorio para a liberacdo sustentada da
curcumina no tecido epitelial (SAMIMI et al., 2019).

O metronidazol é um medicamento hidrofilico comumente utilizado como agente de primeira
linha no tratamento de infeccGes bacterianas, porém por apresentar perfil de solubilidade diferente da
matriz nanoparticulada, seu aprisionamento pode ser impedido. No entanto, em estudos realizados
por Shinde e colaboradores 2019, foi observado que o controle dos parametros da formulacéo (tipos
e concentragdes de lipidios e surfactantes), e outros parametros de qualidade podem ser otimizados
para uma boa encapsulacdo do metronidazol. O Polissorbato 80 é um grande exemplo disso, sendo
capaz de solubilizar o metronidazol devido a presenca de multiplos grupos funcionais polares, como
também o Tween 20, utilizado na preparacdo das nanoparticulas deste trabalho. O uso de co-
surfactantes também auxilia na solubilizagdo de compostos hidrofilicos.

A alta liberacdo inicial do metronidazol nos primeiros minutos pode estar atribuido a
quantidade de farmaco adsorvido na superficie da nanoparticula lipidica, por estar presente na fase
aquosa do tensoativo que envolve as nanoestruturas, como também pode ser devido a uma quantidade
da droga ndo encapsulada (SHINDE et al., 2019).

6. CONCLUSOES

Diante do exposto, os resultados obtidos com o presente trabalho permitiram concluir que:
e Para as composicdes testadas, a mistura de Tween 20 com Pluronic F-127 e 0 método PIT

com o uso da ultrasonicacdo foi 0 método que obteve a formacédo de sistema nanoparticulado;
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e A manteiga de murumuru apresentou-se como uma matéria-prima com propriedades fisico-
quimicas promissoras para a obtencdo de nanopartilucas lipidicas solidas;

e A incorporacdo dos farmacos favoreceu a formacdo de NLS com tamanho adequado para
aplicacao topica;

e AsNLS baseadas em murumuru apresentaram resultados satisfatorios quanto ao tamanho PDI
e potencial zeta, homogeneidade e estabilidade fisico-quimica do sistema;

e As micrografias obtidas por MET permitiram observar que as NLS apresentam morfologia
esférica;

e No ensaio antimicrobiano as formulac6es gel de Carbopol com as NLS permitiu maior difusdo
dos farmacos para o0 meio;

e No estudo de viscosidade o gel de Carbopol com NLS apresentou alta viscosidade e
comportamento de fluxo do tipo pseudopléstico requerido para uma fécil aplicacao tdpica;

e A eficiéncia de encapsulacdo das amostras apresentou alto grau de aprisionamento de
farmaco;

e As NLS apresentaram capacidade de retencdo de farmaco diante do estudo de liberagéo;
Em vista disso, esses sistemas sdo candidatos para o desenvolvimento futuro de um sistema

de liberacdo sustentada de farmacos para aplicacdo topica.
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