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RESUMO

MASIERO, J.F. Sistema lipidico nanoestruturado para prevencéo de neuropatias
e do envelhecimento do sistema nervoso central: preparacdo e caracterizagéo
fisico-quimica. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmécia-Bioquimica —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2019.

Palavras-chave: luteina, doencas neurodegenerativas, envelhecimento, sistemas
lipidicos nanoestruturados.

O envelhecimento do sistema nervoso pode resultar em doencgas neurodegenerativas.
Essas doencas trazem graves prejuizos ao bem-estar pessoal e aqueles que
acompanham esse processo. Por esse motivo, sua prevencdo € de fundamental
importancia tendo em vista a possibilidade de vida longa e plena do paciente. A luteina
€ um carotenoide encontrado em alimentos e apresenta significativo papel na protecéo
do sistema nervoso central (SNC), com potencial para atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE). Essa substancia tem capacidade de acuamulo no cérebro e
na retina, com potencial acdo na prevencao das doencas neurodegenerativas como a
Doenca de Alzheimer (DA) e a Degeneracdo da Macula (DM). O projeto teve como
objetivo a preparacado de sistema lipidico nanoestruturado contendo luteina revestido
com quitosana. A homogeneizacao a alta pressao foi empregada para a preparacéo
da formulacdo usando de 1 a 5 ciclos, e pressao a 600 bar. A caracterizacao fisico-
guimica foi realizada pela determinacdo das seguintes caracteristicas: diametro
hidrodinamico médio (DHM), indice de polidispersao (IP), potencial zeta (PZ) e
eficiéncia de encapsulacdo (EE%) da luteina por espectroscopia UV-vis. As
nanoparticulas lipidicas foram revestidas com quitosana por meio da interacdo
eletrostatica entre a particula e o biopolimero. Foram preparadas trés formulas
contendo luteina (FA, FB e FC), com diferentes tensoativos. O niumero de ciclos e o0
tensoativo influenciaram no DHM e IP das formulacdes. FA apresentou separacéo de
fase ap6s uma semana. FB e FC foram revestidas com quitosana e avaliadas quanto
ao DHM, IP e PZ. FC teve adequada estabilidade durante os estudos com DHM, IP e
PZ de 258,0 + 2,9 nm, 0,15 + 0,03 e -21,0 + 1,76 mV, respectivamente. FC-R (FC
revestida com quitosana) apresentou DHM, IP e PZ de 250,2 £ 3,5 nm, 0,20 + 0,06 e
+0,49 £ 0,27 mV, respectivamente. A EE% para FC e FC-R foi de 96,70% e 97,76%,
respectivamente. FC e FC-R apresentam potencial uso como agente de prevencgao

contra neuropatias, até o0 momento incuraveis.



1. INTRODUCAO

1.1 ENVELHECIMENTO

O ciclo natural da vida contempla o nascimento, 0 crescimento, O
envelhecimento e a morte. Existem muitas teorias para explicar as causas do
envelhecimento. A teoria mais aceita descreve o envelhecimento como resultado da
diminuicdo dos teldbmeros devido a processos de oxidacdo e pelas mitoses continuas
gue as células realizam (NORDON et al., 2009). O envelhecimento est4 normalmente
associado ao acidente vascular cerebral (AVC), cancer, osteoporose, pneumonia,
infeccdes, diabetes, Doenca de Alzheimer (DA), degeneracédo da macula (DM), entre

outras.

1.2 ENVELHECIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Existem varios processos relacionados ao envelhecimento do SNC, como a
atrofia cerebral com dilatacdo de sulcos e ventriculos, perda de neurbnios,
degeneracdo granulovacuolar, formacdo de emaranhados neurofibrilares e placas
beta-amildides (NORDON et al., 2009). As proteinas precursoras amiloides séo
responsaveis pelo desenvolvimento e adequado funcionamento do cérebro. O
excesso de degradacao gera o excesso de proteinas beta-amiloides, que por sua vez,
geram agregados fibrilares na terminacao sinaptica, conhecidas como placas senis,
gue se precipitam e formam os aglomerados proteicos intracelulares (NORDON et al.,
2009). Os emaranhados neurofibrilares, entretanto, se formam a partir da proteina tau
gue pode ser associada aos microtubulos, causando a perda da funcdo neuronal
guando é hiperfosforilada. A formacao desses emaranhados também é causada, em
parte, pelo acumulo de proteinas beta-amildides, ambas causando a morte neuronal.
Os emaranhados neurofibrilares também anunciam o declinio cognitivo no decorrer
do avanco da DA. No SNC o envelhecimento cerebral é associado a perda de memoria
e raciocinio lento e a capacidade cognitiva do individuo idoso é restringida
(DAMOISEAUX, 2017).

Na retina, que também € uma estrutura pertencente ao SNC, o envelhecimento

by

ocorre devido a alta exposicdo dos olhos a agentes lesivos, como poeira,
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microrganismos e a exposi¢ao a luz e aos raios ultravioleta (UV) (MENDES, 2008).
Essa Ultima, relacionada com o aparecimento de catarata, DM senil e glaucoma
(MENDES, 2008).

1.3 CAROTENOIDES E A VISAO

A DM é a principal origem da perda da visdo entre a populacdo com mais de
50 anos de idade (OZAWA et al., 2017). De acordo com Kaarniranta et al. (2011), a
DM é a “Doencga de Alzheimer dos olhos”, pois ambas apresentam identidades
equivalentes em sua histopatologia, como a oxidacdo e a inflamacdo, além dos
depdsitos extracelulares contendo as placas beta-amiloides e por ndo apresentarem
uma terapéutica eficiente. A alimentacdo propicia tem se mostrado essencial na
prevencdo das doencas relacionadas ao envelhecimento (HAMMOND; RENZI-
HAMMOND, 2016). O estudo de Mares et al. (2011) “Carotenoids in Age-Related Eye
Disease Study” avaliou aspectos individuais de mulheres entre 55 e 74 anos. Mulheres
com alimentacdo adequada tiveram expectativa 46% menor de desenvolver DM e
essa porcentagem aumentou para 71% quando essa dieta foi associada a realizacéo
de atividades fisicas. Estudo adicional encontrou uma relacdo entre concentracdes
superiores de luteina plasmatica com reducao nas chances do desenvolvimento de
deméncia e de DA (FEART et al., 2015).

1.4 LUTEINA

A luteina (B,e-carotene-3,3'-diol) € um carotendide presente em vegetais de
folhagem verde escura, por exemplo espinafre (Spinacia oleracea) e brdcolis
(Brassica oleracea var. italica), e em algumas frutas, por exemplo a laranja (Citrus X
sinensis) e o mamao (Carica papaya) e também na gema do ovo (ASKER; AWAD,
2019). ApGs o beta-caroteno, a luteina é o carotenoide mais rentavel, com valor de
mercado de 309 milhBes de ddblares em 2018 (ASKER; AWAD, 2019). Esse
carotendide se acumula no corpo humano, em especial na regido macular da retina
compondo o pigmento macular (ASKER; AWAD, 2019), evitando a degeneragao da
macula provocada pela luz azul, perigosa e relacionada a foto-oxidacdo (ERDMAN et

al., 2015). A luteina também se aglomera no cérebro, preservando-o e desenvolvendo



atribuicdo de melhora das fungdes cognitivas (ERDMAN et al., 2015). Estudos atuais
revelam que o uso da luteina, além de aumentar a acuidade visual e evitar a
progressao da DM, também previne o cancer, evita a ocorréncia de fraturas 6sseas e
aumenta as fungdes cognitivas (ASKER; AWAD, 2019).

A absorcdo da luteina pelo organismo esta relacionada a varios processos e
sua biodisponibilidade é baixa, entre 2,0 e 9,4%. No intestino delgado a luteina é
solubilizada em micelas antes de ser absorvida pelas células da mucosa intestinal,
onde sofrem acdo de enzimas ou é empacotada pelos quilomicrons. Esses sédo, entéo,
secretados para o sistema linfatico para posteriormente serem transportados até a
retina e outros tecidos através da circulacao sistémica (BERNSTEIN et al, 2016). Além
disso, o0 modo pelo qual o alimento contendo luteina € preparado, interfere na
absorcao da luteina. O tipo de corte e 0 modo de cozimento do alimento influenciam
na liberacao de luteina dos cloroplastos e tecidos vegetais. O consumo dos alimentos
ricos em luteina e com alta concentracdo de lipidios, aumenta sua absorcéo pelo
intestino delgado (KAMIL et al., 2016).

Figura 1. Estrutura quimica dos pigmentos maculares (Adaptado de Nian e Lo, 2018).

meso-Zeaxanthin, (3R,3'S)-B, P -carotene-3,3'-diol)



1.4.1 LUTEINA E ACUIDADE VISUAL

O aparecimento e progressao de doencas visuais relacionadas a idade refere-
se ao comprometimento cognitivo (ERDMAN et al., 2015). Pode-se usar como
biomarcador da concentracéo de luteina no tecido cerebral, a densidade do pigmento
encontrado na retina (ERDMAN et al., 2015). Portanto, a luteina tem capacidade de
acumulo no cérebro, ja que a retina também é uma estrutura presente no SNC. As
Figuras 2 e 3 apresentam esquema da anatomia do olho e das regides de acumulo de
pigmento macular.

Estudos com macacos mostraram que quando eles sdo expostos a dietas
regulares, apresentaram aumento na densidade de células do epitélio pigmentar da
retina (EPR) na févea (regido de acumulo de pigmento macular). Ja os animais com
alimentacdo sem xantofilas, pigmento amarelo encontrado na luteina, tiveram declive
no centro da fovea, provavelmente relacionada a menor quantidade de células EPR
(ERDMAN et al., 2015). Além disso, sinais de progressdo da DM foram aumentados
e alguns depdsitos chamados de drusas, uma individualidade do aparecimento da DM,
apresentaram-se nos macacos que nao ingeriram xantofilas quando mais jovens.
Observou-se também que danos nas regides da févea foram frequentes, quando ela
foi exposta a luz azul. Contudo, na perifovea (regido sem pigmento macular), nao
houve distingdo entre os grupos, mostrando que o pigmento tem atividade de protecao
nos olhos (ERDMAN et al., 2015).

Figura 2. Diagrama esquematico da anatomia do olho humano (Adaptado de Nian e
Lo, 2018).
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Figura 3. Regides da macula: févea, perifovea e parafovea (Adaptado de TURAN-
VURAL et al., 2014 [A]; POLYAK SL. e PROVIS et al., 2005 [B]).

perifovea
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1.4.2 LUTEINA E O CEREBRO

Estudo populacional apresentou dados mostrando que dentre os carotenoides,
a luteina foi a Unica correlacionada a parametros cognitivos, por exemplo, funcbes
executivas, linguagem, aprendizado e memoria (ERDMAN et al., 2015).
Adicionalmente, Erdman et al. (2015), mostrou que mulheres com idade avancada,
gue ingeriram suplementos com luteina (12 mg/d), DHA (800 mg/d), ou uma
combinacgéo dos dois suplementos compreenderam um aperfeicoamento na fluéncia
verbal comparadas com um grupo placebo. O DHA é o acido docosahexaenoico e
juntamente com o EPA (4cido eicosapentaendico), compde o 6mega-3 (SWANSON;
BLOCK; MOUSA, 2012). Do mesmo modo, a memoéria e o teor de aprendizado

também mostraram-se superiores no grupo de combinac¢ao do tratamento.

1.5 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS

Apesar das vantagens, a luteina apresenta baixa solubilidade em agua,
limitando sua biodisponibilidade oral. Sendo assim, o0s sistemas nanoestruturados
constituem estratégia para melhorar essa caracteristica. Os sistemas lipidicos
nanoestruturados compreendem varias vantagens, dentre elas, a biocompatibilidade
e a possibilidade de serem usados por varias vias de aplicagdo (oral, cuténea,
intranasal). Para mais, o tamanho da particula influencia na seguranca e na eficacia
do farmaco, devido a maior superficie de contato do farmaco com as células, é
possivel reduzir a dose, e portanto, elevar a seguranga do produto. As hanoparticulas
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lipidicas séo divididas em nanoemulsdes, nanoparticulas lipidicas sdlidas e
carreadores lipidicos nanoestruturados (AMARAL, 2013). De acordo com Kamil et al.
(2016), a nanoencapsulacdo € um artificio para desenvolver a biodisponibilidade de
nutrientes com baixa solubilidade em &gua, aplicando-se, portanto, a luteina.
Vishwanathan, Wilson e Nicolosi (2009), demonstrou que nanoemulsdes de luteina
pareceram-se com uma micela, porém com maior superficie de contato, maior volume

e aumentaram a biodisponibilidade comparada com a luteina livre, ndo encapsulada.

1.6 HOMOGENEIZACAO A ALTA PRESSAO

Para a preparacdo das nanoparticulas lipidicas, a homogeneizacdo a alta
pressao, que permite a obtencdo em escala industrial, se encontra entre os métodos
mais utilizados. Essa técnica consiste na formacao de emulsdo por meio de mistura
de fase aquosa e de fase oleosa. Essa mistura € inserida no equipamento e exposta
a forcas de cisalhamento e turbuléncia. Apesar de as forcas de cavitacdo e de
cisalhamento apresentarem-se de grande importancia, acredita-se que a turbuléncia
seja o artificio principal para a reducéo das particulas. A quebra da fase dispersa em
pequenas goticulas ocorre devido a turbuléncia, ja a unido das fases ocorre devido a
colisdo das goticulas causada pelo movimento relativo entre elas. Existe um equilibrio
dindmico entre a quebra e a coalescéncia das particulas formadas (FLOURY;
DESRUMAUX; LARDIERES, 2000). A homogeneizac&o a alta presséo utiliza pistéo
de escala nanométrica, onde o liquido (mistura lipidio e farmaco) é empurrado sob
alta pressao (100-2000 bar) e depois acelerado a uma alta velocidade (>1000 km/h).
O liquido sofre o rompimento de suas particulas, devido as forcas de cavitacéo

formadas, gerando as nanoparticulas (MARCATO, 2009).
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Figura 4. Fluxograma representativo do processo de obtencdo da NLS a quente e a

frio por meio do homogeneizador a alta presséo (Adaptado de MARCATO, 2009).
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1.7 REVESTIMENTO COM QUITOSANA

A quitosana € um polimero eletrdlito presente no exoesqueleto dos crustaceos
e pode ser obtida pela desacetilacdo da quitina (MAHMOUD et al., 2011). De acordo
com Hong, Lee e Lee (2016), a luteina nanoencapsulada com quitosana, apresenta
aumento de 12 vezes na solubilidade da nanoparticula. Em um estudo de Calvo et al.
(1996) com indometacina, um anti-inflamatorio ndo hormonal, a natureza especifica
da quitosana, assim como sua carga positiva, foram responsaveis pelo aumento dessa
substancia na regido ocular. Esse polimero possui caracteristica de muco adesividade
e ampliacdo da penetracdo, podendo agir como transportador através da mucosa
epitelial (ZHU et al.,, 2012), por essas propriedades, a quitosana tem sido
significativamente utilizada para aumentar a permeabilidade de farmacos que
possuem baixa biodisponibilidade. Deve-se ressaltar que, além da elevada
permeabilidade (ALONSO; SANCHEZ, 2003; SABITHA; SAJEETH; SANTHI, 2012) e
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da muco adesividade (WADHWA et al., 2009; ZHU et al., 2012), a quitosana possuli
atividade antimicrobiana (ALONSO; SANCHEZ, 2003).

1.8 NANOTECNOLOGIA E A BARREIRA HEMATOENCEFALICA (BHE)

A BHE tem funcao de garantir a homeostase cerebral, por meio de uma barreira
formada por células endoteliais de capilares cerebrais e seladas por juncdes
oclusivas, que restringem o transporte paracelular (AGOSTINHO, 2013). Existem trés
fatores para atravessar a BHE: o tamanho molecular (<500 Da), a carga e a lipofilia
(AGOSTINHO, 2013). Nanoparticulas neutras e de baixas concentracdes aniénicas
nao atravessam a BHE, ja as nanoparticulas com alta concentracées aniénicas ou
catibnicas sao toxicas para a BHE. Entretanto, a entrada de nanoparticulas anionicas
€ maior do que de nanoparticulas catiénicas e neutras (AGOSTINHO, 2013). As
nanoparticulas com tamanho menor que 100 nm apresentam dificuldade de difuséo
no parénquima cerebral, mas nanoparticulas com 114 nm revestidas com
polietilenoglicol (PEG), difundem-se de forma satisfatoria no cérebro. O tamanho dos

poros no espaco extracelular varia de >200 nm e >100 nm (AGOSTINHO, 2013).

1.9 ADMINISTRACAO INTRANASAL

A administracao intranasal tem potencial para atravessar a BHE ao ser utilizado
em conjunto com as nanoestruturas (AGOSTINHO, 2013). A via intranasal evita o
metabolismo de primeira passagem pelo figado, aumentando, assim, a
biodisponibilidade do farmaco no cérebro (FATOUH; ELSHAFEEY; ABDELBARY,

2017). Assim, essa pode ser explorada como via alternativa a via oral.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse projeto teve como objetivo o estudo e preparacdo de sistema lipidico
nanoestruturado contendo luteina e revestido com quitosana, com potencial agdo na

prevencao do envelhecimento do sistema nervoso e, por consequéncia, na prevencao
12



de neuropatias relacionadas ao envelhecimento. Assim como, a caracterizagao fisico-

quimica da nanoemulséo produzida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparo e revestimento das nanoparticulas contendo luteina.

e Caracterizacao fisico-quimica da nanoemulsdo: diametro hidrodinamico médio
(DHM), indice de polidispersao (IP) e potencial zeta (PZ).

e Revisao da literatura referente ao envelhecimento do sistema nervoso e 0 uso

da luteina como agente protetor.
3. MATERIAL E METODO
3.1 MATERIAL
3.1.1 MATERIAS-PRIMAS

Acetato de etila (Sigma-Aldrich, EUA), Luteina (BASF, Alemanha), Metanol
(Sigma-Aldrich, EUA), Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich, EUA), Poloxamer 188 (Sigma-
Aldrich, EUA), Quitosana de baixo peso molecular e grau de desacetilacado superior a
85% (Sigma-Aldrich, EUA), Triglicérides de acido caprico e acido caprilico (Mapric,
Brasil).
3.1.2 EQUIPAMENTOS

Agitador mecéanico Turrax®; Analisador de tamanho de particulas, potencial
zeta e indice de polidispersédo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern,

UK); Balanca analitica; NanoDeBee homogeneizador a alta pressao; Centrifuga,

Ultrassom.
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3.2 METODO

3.2.1 PREPARACAO DO SISTEMA NANOESTRUTURADO CONTENDO LUTEINA

Foram preparados 50,0 g de cada formulacdo. Para preparar a fase lipidica, 3,3
g de triglicérides dos &cidos caprico e caprilico (P.F., 31,6°C) foram transferidos para
um béquer de 200 mL e aquecidos a 80°C ou 70°C (dependendo do tensoativo
utilizado na fase aquosa, 80°C para polissorbato e 70°C para poloxamer 188). A
luteina foi solubilizada nessa fase lipidica de acordo com a técnica descrita por Naseri;
Valizadeh; Zakeri-Milani, 2015. Em outro béquer, foi transferido o tensoativo e agua
purificada. Essa mistura foi aquecida a mesma temperatura da fase lipidica e
homogeneizada a 500 rpm, em agitador magnético, até completa dissolucédo do
tensoativo. A fase aquosa foi dispersa na fase lipidica e pré-homogeneizada sob
agitacdo mecanica (10.000 rpm) por 5 minutos utilizando-se agitador Ultra-Turrax®.
Essa pré-emulséo foi levada a homogeneizacéo a alta pressao por 5 ciclos de 500
bar, retirando-se 3 amostras: apés 1, 3 e 5 minutos de homogeneizacédo e,
posteriormente, foi resfriada até atingir a temperatura ambiente (SAKULKHU et al.,

2007). A composicdo de cada formulacao preparada esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Composicéo (% m/m) das formula¢des branca, FA, FB e FC

Composto Concentracao (% m/m)
Branca FA FB FC

Luteina 0,00 0,05 0,05 3,34
Triglicérides dos acidos caprico e 5,00 4,95 4,95 6,66
caprilico
Poloxamer 188 - - 1,00 2,00
Polissorbato 80 1,00 1,00 - -
Agua purificada 94,00 94,00 94,00 88,00
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3.2.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

3.2.2.1 DIAMETRO HIDRODINAMICO MEDIO (DHM) E INDICE DE
POLIDISPERSAO (IP)

O DHM e o IP das nanoestruturas foram avaliados pelo método de
espalhamento de luz dinamico.

O indice de polidispersao foi obtido como medida da largura da distribuicdo. As
preparacdes foram diluidas na razdo adequada com agua ultrapura Milli-Q®, em
cubeta de poliestireno de 1 cm de caminho 6ptico. Os resultados corresponderam as
meédias de trés determinacdes, utilizando angulo de 90° no equipamento Zetasizer

Nano ZS90 (Malvern Instruments, Malvern, UK).

3.2.2.2 POTENCIAL ZETA (P2)

As determinacfes de PZ foram realizadas no equipamento Zetasizer ZS90
(Malvern Instruments, Malvern, UK) pelo método de mobilidade eletroforética,

convertida em potencial zeta (¢) (mV), usando a equacao de Henry (Equacéo 1).

228

U:
E 37

f(ka) (Equacao 1)

Em que n e € sdo a viscosidade e a constante dielétrica, respectivamente, do
solvente na temperatura de 25°C. UE, mobilidade eletroforética e { potencial zeta. A
forca do campo aplicado foi de 20 V/icm. As condicbes para a determinacdo do
potencial zeta foram determinadas por meio de curva de condutividade versus
potencial zeta. A condutividade foi ajustada a 50 uS/cm, empregando solucdo de NacCl

0,9% (m/v), para evitar as flutuacées do PZ causada pela diferenca na condutividade.

3.2.2.3 DETERMINACAO DO pH

Os pHs das formulacdes foram determinados em pHmetro Mettler Toledo®
utilizando eletrodo de imerséo direta, previamente calibrado com solugbes-tampéo no

intervalo entre pH 4,01 e 7,01.
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3.2.3 REVESTIMENTO DA NANOEMULSAO

As nanoparticulas lipidicas foram revestidas com quitosana a 0,2% (m/m) por
meio da interacdo eletrostatica entre as nanoparticulas (carregadas negativamente)
com a quitosana (de carga positiva) ndo necessitando de aquecimento, evitando uma
nova fusdo da fase lipidica (FONTE et al., 2012), sob agitador magnético (100 rpm)
por 30 minutos.

3.2.4 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DA LUTEINA

O meétodo para a determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo da luteina foi
desenvolvido e validado empregando adaptacédo de método analitico espectroscopico
UV-vis a 446 nm, adaptado de Silva et al. (2017). A concentracdo da luteina foi
determinada por meio da centrifugacdo das nanoparticulas empregando ultrafiltro
(Amicon®Ultra 100 KDa - 0.5 mL) a 14.500 rpm por 30 min no equipamento Centrifuge
5424-11, Eppendorf® (FAPESP 2014/00638-8). A eficiéncia de encapsulacéo (EE%)

foi calculada de acordo com a Equacéao 2:

[IutEim]tom! - [EutEim]nﬁo encapsulada

EE(%) = x100 (Equacao 2)

[IutEim] total

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO DA NANOPARTICULA BRANCA

A nanoparticula branca (Figura 5) foi preparada para o aprendizado da técnica
de obtencédo das nanoparticulas, do funcionamento do homogeneizador a alta presséo
e do agitador magnético e dos métodos praticos laboratoriais. Além disso, possibilitou
identificar os métodos fisico-quimicos de caracterizacao e conhecer as caracteristicas

fisico-quimicas da nanoparticula na auséncia do farmaco.
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Figura 5. Aspecto visual da nanoemulsdo sem o farmaco (nanoparticula branca).

Fonte: O autor

4.2 PREPARACOES FA E FB CONTENDO LUTEINA

Posteriormente, foi realizada a preparacéo de dois sistemas nanoestruturados
contendo a luteina. A formulacdo A (FA) utilizou o tensoativo polissorbato 80 e a
férmula B (FB) utilizou o tensoativo poloxamer 188. A Figura 6 mostra o aspecto visual
dessas formulacgdes.

Figura 6. Aspecto visual do sistema lipidico nanoestruturado contendo luteina (FA)

polissorbato 80 e (FB) poloxamer 188.

Fonte: O autor
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4.3 PREPARACAO FC CONTENDO LUTEINA

Ap0s a primeira semana de preparacao, a formula FB, que utilizou o poloxamer
188 como tensoativo, apresentou melhor estabilidade, ou seja, sem separacao de
fase. Dessa maneira o poloxamer 188 foi o tensoativo selecionado para a obtencao
da formulagéo FC. O método de preparacdo da FC foi 0 mesmo utilizado para preparar
as formulagbes FA e FB, descrito no item 3.2.1.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOEMULSOES NAS AMOSTRAS FA, FB E FC

O DHM (diametro hidrodinamico médio) e IP (indice de polidispersédo) sdo
medidos pelo método de espalhamento da luz dindmica, que € uma técnica utilizada
para determinar o tamanho da particula em suspensdes coloidais. As particulas em
suspensao apresentam movimentos Brownianos e a luz, entdo, percorre pelas
particulas, que produzem mudancas em seu indice de refracdo, permitindo a
caracterizacao (HOO et al., 2008). O PZ é o potencial eletrocinético em sistemas
coloidais. Ele € o potencial elétrico na interface da bicamada de uma particula dispersa
versus um ponto em uma fase continua distante da interface. Ou seja, 0 PZ € a
diferenca de potencial entre o meio de dispersdo movel e a camada estacionaria do
meio de dispersao ligada a particula dispersa (LU; GAO, 2010).

A caracterizacdo fisico-quimica inicial das preparacbes foi realizada
imediatamente apds a obtencdo das nanoemulsfes. Dentre as medi¢cbes foram
determinados o DHM, o IP e o PZ das nanoparticulas (Tabela 2). Na Tabela 2 é
possivel verificar que o nimero de ciclos interfere no DHM e no IP das nanopatrticulas.
Quanto maior o numero de ciclos menor o DHM. Porém, se a quantidade de ciclos se
excede, pode ocorrer aumento no DHM, pois as nanoparticulas podem formar

aglomerados.
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Tabela 2. Didametro hidrodinamico médio (DHM), indice de polidispersao (IP)

potencial zeta (PZ) das Férmulas FA, FB e FC, no dia da preparagéo.

Ciclo  Férmula DHM (nm) IP PZ (mV)

1 FA 261,2 + 3,4 0,190 * 0,022 --

3 FA 2419+ 3,2 0,151 + 0,031 --

5 FA 238,0+0,8 0,128 + 0,037 435114
1 FB 239,2+4,6 0,136 + 0,025 --

3 FB 221,3+2,1 0,161 + 0,033 --

5 FB 217,8+2,4 0,122 + 0,017 -44,9+0,9
5 FC 258,029 0,150 + 0,030 -21,0+1,8

FA: formulacdo contendo polissorbato 80 como tensoativo. FB: formulacéo

contendo poloxamer 188 como tensoativo. FC: formulacdo produzida posteriormente,

contendo poloxamer 188 como tensoativo (pH 4,13 a 22,6°C).

A Tabela 3 apresenta a caracterizacao fisico-quimica de FB apds uma semana

de estabilidade. FA apresentou estabilidade inferior a 7 dias.

Tabela 3. Diametro hidrodinamico médio (DHM) e indice de polidisperséo (IP) de FB,

preparada com poloxamer 188, apdés uma semana de preparacao.

Ciclo Férmula DHM (nm)

239,8 £2,8 0,173 £ 0,008
3 221,9+0,7 0,125 + 0,033
5 2155+2,4 0,154 + 0,043

FB: formulac&o contendo poloxamer 188 como tensoativo.

4.5 REVESTIMENTO DAS NANOPARTICULAS EMPREGANDO QUITOSANA

As nanoparticulas preparadas com poloxamer 188 (FB e FC) foram revestidas

com quitosana de baixo peso molecular e grau de desacetilagdo de 85%. O

revestimento com quitosana foi realizado conforme o método descrito no item 3.2.3.
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O DHM, IP e PZ das formulagdes revestidas (FB-R e FC-R) e a comparacéo com as
formulacbes FB e FC né&o revestidas estdao apresentados na Tabela 4. FC-R
apresentou DHM menor do que FC. Isso ocorre devido ao revestimento com
quitosana. Esse revestimento exerce uma forca de compressao nas nanoparticulas,

causando a reducao no DHM.

Tabela 4. Comparativo entre os dados obtidos anterior e posterior ao revestimento

das nanoparticulas das amostras B e C (FB e FC versus FB-R e FC-R).

Formula DHM (nm) (IP) PZ (mV)
FB 2155+24 0,154 £+ 0,043 -44,9+0,9
FB-R 226,6 £ 1,6 0,143 + 0,033 +19,6 £ 0,6
FC 258,029 0,150 + 0,030 -21,0+1,8
FC-R 250,2 £ 3,5 0,197 + 0,064 +0,5+0,3

FB: formulacdo contendo poloxamer 188 como tensoativo. FB-R: formulacdo B
revestida com quitosana. FC: formulacdo produzida posteriormente contendo
poloxamer 188 como tensoativo (pH 4,13 a 22,6°C). FC-R: formulacéo C revestida
com quitosana (pH 4,70 a 22,5°C).

4.6 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) consiste na quantidade de material
(principio ativo) contido dentro da nanoparticula (SILVA, 2017). Quanto maior o valor,
maior € a concentracdo do bioativo associado a nanoparticula. O valor € obtido de
acordo com a equacéo 2, citada no item 3.2.4. Os resultados obtidos para a eficiéncia
de encapsulacao da luteina, da formulacéo FC e FC-R, estdo apresentados na Tabela
5.
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Tabela 5. Eficiéncia de encapsulacdo das nanoparticulas revestidas (FC-R) e nao-
revestidas (FC).

EE (%) Ci (ug.ml?t) Ca (Hg.ml?)
FC-R 97,76 30,0 0,672
FC 96,70 30,0 0,987

FC: formulacdo produzida posteriormente contendo poloxamer 188 como
tensoativo (pH 4,13 a 22,6°C). FC-R: formulagéo C revestida com quitosana (pH 4,70
a 22,5°C). Ct: concentracdo total de luteina utilizada; Ca: concentracao de luteina na

amostra.

A EE% da luteina em FC-R foi de 97,76%, revelando que apenas 2,24% do
farmaco permaneceram livres na preparacdo obtida. Para FC, somente 3,3%

permaneceram livres.
4.7 LINEARIDADE

Os resultados da linearidade estao descritos na Figura 7 e Tabela 6. O método
se mostrou linear no intervalo de 1,5 ug/ml a 15,0 ug/ml, com coeficiente de correlacéo

R >0,99.

Figura 7. Linearidade e equacéao da reta obtida.

16,0

“wo | e °
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10,0 -‘... ........
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6,0 Pt
a0 | e y = 23,326x + 0,2643
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Fonte: O autor.
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Tabela 6. Amostras com diferentes concentragfes de luteina e suas respectivas

absorbancias.

Concentracdo Concentracdo Absorbancia
(%) (ug.ml?) média (nm)
150 15,0 0,640 + 0,003
125 12,5 0,536 + 0,010
100 10,0 0,401 + 0,020
80 8,0 0,320 + 0,002
60 6,0 0,235 + 0,001
25 2,5 0,099 + 0,001
15 15 0,069 + 0,001

5. CONCLUSAO

O numero de ciclos (1 a 5) no processo influenciou o DHM e o IP das
preparacoes FA e FB. O Poloxamer 188 foi o tensoativo selecionado por permitir maior
estabilidade da formulagcéo. As formulacbes FC e FC-R apresentaram DHM de 258,0
+ 2,9 nm e 250,2 + 3,5 nm, respectivamente. A EE% das formulacdes FC e FC-R
foram 96,70% e 97,76%, respectivamente. As formulacdes obtidas tém potencial para
serem utilizadas futuramente na prevencao do envelhecimento do sistema nervoso e,

também, na prevencao de doencas neurodegenerativas.
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