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LIPID NANOSTRUCTURED CARRIERS SYSTEMS FOR IVERMECTIN AND METHOPRENE AIMING PARASITE
CONTROL. The study of characteristics of nanoscale structures and applications now has great interest of researchers from different
areas. In this regard, lipid carriers can improve the bioavailability of drugs and the reduction of possible toxicological effects. Thus,
the development of nanostructured systems for the agricultural sector, aimed at combating parasites may reduce extensive damage
caused to livestock producers and animal health. This study aimed to prepare and characterize lipid carrier systems, such as Solid
Lipid Nanoparticles (SLN) and Nanostructured Lipid Carriers (NLC), as well as evaluate the potential of cyto and genotoxicity of
these systems in order to improve and produce alternatives to the use targeting these compounds in veterinary applications. Lipid
nanoparticles had become spherical with an average size of 250 nm and remained stable over 120 days. The encapsulation efficiency
was greater than 99% for both drugs and release tests showed a strong interaction between drugs and nanoparticles. Cyto- and
genotoxicity tests show that nanoparticles made possible changes in cellular viability of the tested cells. Thus, the results showed
that the nanoparticles had good colloidal characteristics without changes in its characteristics, enabling the development of carrier
systems for these drugs , aiming veterinary applications.
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INTRODUCAO

O estudo de caracteristicas e aplicacdes de estruturas em escala
nanométrica tem apresentado um grande interesse a pesquisadores
das dreas médica (humana e animal), ambiental e agricola. Estas
estruturas nanométricas, preparadas de diferentes formas, permitiram
o avango da nanotecnologia. Dentre essas estruturas, destacam-se
os nanocarreadores, que permitem melhorar a biodisponibilidade
de muitos compostos bioativos, como, por exemplo, o aumento da
solubilidade aquosa, melhorando assim processos de absor¢do e
distribuicdo tecidual (farmacocinética) e também a diminui¢@o de
possiveis efeitos toxicos (redugio da toxidade local e sistémica).! O
desenvolvimento da nanotecnologia permitird seu uso na producio
animal em forma de monitoramento ou mesmo de aplicagdo direta
de produtos nanotecnoldgicos na saude, na alimentagdo, controle de
parasitas, conforto térmico e ambiental desses animais.?

A nanotecnologia apresenta grande potencial para as pesquisas,
possibilitando o desenvolvimento de novos produtos destinados
a melhoria da sanidade e saide animal, o que propicia produtos
derivados de animais com maior qualidade e segurancga, além de
possibilitar potenciais aplicagdes na drea da medicina veterindria,
que incluem sistemas de diagndstico e tratamento de doengas, novas
ferramentas para o melhoramento molecular e celular, modificagdo
de residuos animais, deteccao de patégenos, isolamento de toxinas,
vetores para o transporte de farmacos,® entre outros. Os avangos
da nanotecnologia trazem possiveis consequéncias econdmicas,
sociais, ambientais e politicas.*® A aplicacdo de nanotecnologia
na drea veterindria pode auxiliar no desenvolvimento de uma nova
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geragdo de produtos, como vacinas e métodos de aplicagdo de pro-
dutos veterinarios de forma a aumentar a eficacia destes, reduzir
possiveis efeitos toxicos nos animais, bem como reduzir possivel
contaminacido ambiental que o uso continuado destes produtos
possa causar.

Algumas nanoformulagdes tém sido empregadas de forma
bem-sucedida para a entrega de fairmacos no combate de fungos,
protozodrios e doengas bacterianas como a candidiase, leishmanio-
se, salmonelose, brucelose e tuberculose em testes com animais,’
demonstrando o grande potencial do uso de nanocarreadores como
sistemas de entrega de formacos e vacinas para o combate de doencas
em animais.

A Ivermectina e o Metopreno sdo amplamente utilizados no
controle de endo e ectoparasitas em animais de producio e domés-
ticos. A Ivermectina (IVM) € um composto pertencente ao grupo
das lactonas macrociclicas que foi sintetizada pela primeira vez na
década de 1970, no Japdo, a partir de fungos Streptomyces avermiti-
lis, sendo assim descoberta uma nova classe, as avermectinas.® Seu
modo de agdo contra os parasitas ocorre por meio da estimulacio
da liberag@o do neurotransmissor inibidor GABA (4cido gama-
-aminobutirico) na fenda sindptica entre interneurdnios do cordao
central e neurdnios motores,”!? sendo que quanto maior a liberagdo
de GABA, maior serd a hiperpolarizagdo do potencial de repouso
normal das células pds-sindpticas, tornando dificil a neurotrans-
missdo dos estimulos para os musculos periféricos.!! Desta forma,
sob a influéncia de uma pequena quantidade das avermectinas, os
parasitas ficam paralisados, sendo posteriormente expelidos pelo
organismo.* O Metopreno (MTP) é um regulador de crescimento
que possui a capacidade de combater uma variedade de espécies de
insetos, incluindo Diptera, Lepidoptera, Siphonaptera e Coleoptera,
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0 que possibilita ao metopreno uma grande capacidade de controlar
uma variedade de pragas.'? Reguladores de crescimento de insetos
provocam a perturbag@o nos processos enzimadticos regulados por
hormonios que sdo relativamente especificos para a fisiologia dos
insetos.!*!* O Metapreno possui uma rapida degradacéo na dgua e
em presenca de luz, limitando assim em alguns casos o seu uso.
Porém, ndo provoca bioacumulacio em peixes e ndo persiste no
ambiente, sofrendo rdpida degradacio e metabolismo de plantas,
animais, micro-organismos aquaticos e de solo."

Devido as caracteristicas dos dois ativos, o desenvolvimento de
produtos e processos mais eficientes destinados ao combate e controle
dos efeitos de endo e ectoparasitas em veterindria tem se mostrado
necessario. Como possibilidades para aumento da eficdcia e estabi-
lidade de farmacos como ivermectina e metopreno, destacam-se 0s
sistemas carreadores lipidicos, no qual se destacam a nanoparticula
lipidica sélida e o carreador lipidico nanoestruturado.'®?

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) s@o sistemas consti-
tuidos por lipideos sélidos sob temperatura ambiente e corporal;'®
possuem grande importincia por apresentarem vantagens como boa
estabilidade fisica, quimica e bioldgica, excelente tolerabilidade, boa
biodegradacio, alta disponibilidade, possibilita a libera¢ao sustentada
por possuir uma matriz sélida, permite a prevencdo da degradacio
quimica ou oxidativa do composto encapsulado, além da possibilidade
da metabolizacdo de sua matriz lipidica por diversos organismos. 612
Sua matriz € composta por lipideos sélidos em temperatura ambiente,
tensoativos e dgua.

Os carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) foram de-
senvolvidos como uma segunda geragdo das NLS, com o objetivo
de melhorar a eficiéncia de encapsulagdo e o tempo de retencdo do
farmaco durante o periodo de armazenamento.'® Diferentemente das
NLS que sdo produzidas a partir de lipidios sélidos, os CLN sdo com-
postos de uma matriz lipidica sélida encapsulando compartimentos
de lipidios liquidos. Uma das vantagens dos CLN em relacdo as NLS
deve-se ao fato de que nos CLN o formaco ndo € expulso do interior
das nanoparticulas, como ocorre nas NLS.!*%

Este trabalho tem como principal objetivo preparar e caracterizar
sistemas carreadores lipidicos para dois ativos utilizados em aplica-
¢des veterindrias, a Ivermectina e o Metopreno, visando o desenvol-
vimento de formas alternativas para o uso destes para administracio
por via tépica (pour on). Neste contexto, a nanotecnologia tem um
grande potencial para auxiliar na melhora da qualidade de vida animal
e no desenvolvimento de solugdes para reducio de prejuizos econd-
micos para a pecudria, bem como para a minimizacdo de possiveis
impactos ambientais.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Ivermectina - Pestanal®, Metopreno - Pestanal®, Acido Oleico
- Sigma®, Gliceril Tripalmitato (grau de pureza 85%) - Sigma®,
Poli (Alcool Vinilico) — (PVA) - Sigma®, Cloroférmio (grau es-
pectroscépico analitico) - Merck®, Acetonitrila (grau HPLC) — JT
Baker®, Dispositivos de ultrafiltragdo de celulose regenerada de 30
kDa- Millipore®.

Preparo de nanoparticulas lipidicas sélidas e carreadores
lipidicos nanoestruturados

As NLS e CLN foram preparadas utilizando o processo de emul-
sdo/evaporagao de solvente, adaptado de Vitorino et al.** Inicialmente,
foi preparada uma soluc@o de 30 mL contendo dgua deionizada com
1,25% de poli (dlcool vinilico), polimero semicristalino utilizado
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como tensoativo, a qual foi mantida sob agita¢do. Em seguida, 250 mg
de tripalmitina foram dissolvidos em 5 mL de cloroférmio. Nesta
mesma fase orginica foram adicionados 10 mg de IVM ou 10 mg
de MTP, e entdo a fase organica foi gotejada com o auxilio de uma
ponteira na fase aquosa. Esta solucao foi entdo submetida a sonica¢do
durante 5 minutos em sonicador com 40 W de poténcia resultando
em uma pré-emulsdo. Posteriormente, essa pré emulsdo foi levada a
um ultraturrax, onde foi agitada vigorosamente por 7 minutos a uma
velocidade de 14000 rpm. Apds a agitacio foi realizado o processo de
evaporag¢ao do solvente organico, o qual foi eliminado com o auxilio
de um evaporador rotativo, e a emulsdo foi concentrada até o volume
final de 10 mL, obtendo-se NLS com a concentrag@o final de 1 mg
mL"! de IVM ou MTP.

Para o preparo de CLN, procedeu-se da mesma forma como
descrito para NLS, porém, em vez de utilizar 250 mg de tripalmitina,
utilizou-se 125 mg de tripalmitina e 125 mg de 4cido oleico.

Medidas de caracterizacio e estabilidade das formulacoes

Medida de diametro médio de particulas por espectroscopia de
correlagdo de fotons

A avaliacdo da distribui¢do de tamanho das nanoparticulas
foi realizada diluindo-se as suspensdes de particulas com dgua
deionizada (1:1000 v:v) e empregando um analisador de particu-
las ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern) sob um angulo fixo de 90° e
temperatura de 25 °C. Cada resultado foi expresso como medida
de trés determinagdes, sendo aplicada andlise estatistica de vari-
ancia (ANOVA) com o teste de Tukey-Kramer através do software
GraphPad Prism v.6%.2%

Potencial Zeta

A carga das particulas foi avaliada através da determinacdo de
potencial zeta, utilizando-se um analisador de potencial zeta Zetasizer
Nano ZS 90 (Malvern). As avaliagdes foram efetuadas diluindo-se as
suspensdes em dgua deionizada (1:1000 v:v) e os resultados foram
expressos como médias de trés determinagdes.

Estabilidade lipidica (pH)

Monitorar o pH de suspensdes coloidais em funcido do tempo
traz informagdes relevantes para indicar a estabilidade quimica dos
componentes da formulag@o. Variagdes no pH das formulagdes po-
dem indicar altera¢des nestes componentes que podem ser devido a
hidrdlise quimica de grupos funcionais presentes nos componentes
das formulacdes.”® O pH das suspensdes de nanoparticulas lipidicas
s6lidas foi medido no decorrer de 120 dias e utilizou para isso um
medidor de pH (Jenway®, modelo 3510) previamente calibrado com
solugdes tampdo em pH 7,0 e 4,0.

Rastreamento de nanoparticulas

Para as andlises de rastreamento de nanoparticulas, os dados
foram coletados por meio de uma célula NanoSight LM 10 (laser
verde, 532 nm) e uma camera sSCMOS usando software NanoSight
(versdo 2.3). Para evitar a contaminacdo das amostras, medicdes da
dgua deionizada foram realizadas. As suspensdes de nanoparticulas
foram diluidas 30000 vezes, sendo feitas andlises em triplicata para
cada amostra. Para garantir que diferentes particulas fossem anali-
sadas, para cada réplica, 1 mL de suspensdo da amostra foi injetado
na célula volumétrica, com o intuito de deslocar o contetido medido
anteriormente. Cada repeti¢do foi constituida de cinco medicdes
com aproximadamente 2000 particulas contadas em cada analise.
Foi obtida como resultado final a distribuicdo de tamanho das par-
ticulas em funcdo da concentrag@o, os quais foram expressos com
o desvio padrdo.”
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Microscopia Eletronica de Transmissdo

A morfologia das NLS e CLN foi verificada por Microscopia
Eletronica de Transmissido (Zeiss-LEO 906) conforme o método
previamente descrito.*® Uma pequena aliquota da suspensdo de
nanoparticulas foi colocada em grades de cobre de 200 malhas por
15 min. Uma solugdo de acetato de uranila a 2% foi utilizada como
contraste, sendo esta gotejada sobre a grades e posterior remogio
do excesso utilizando um papel. Ap6s o preparo das amostras, as
mesmas foram analisadas no microscépio a uma voltagem de 80 kV.

Eficiéncia de retencao dos ativos nas formulacées

A quantidade do bioativo retido nas nanoparticulas foi deter-
minada pelo método de ultrafiltragdo/centrifugacdo, que se baseia
em submeter a suspensdo de nanoparticulas a centrifugacdo em
dispositivos de ultrafiltragdo constituidos de celulose regenerada
de 10 kDa (Microcon — Millipore®) e quantificar o ultrafiltrado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).?313

A eficiéncia de retencdo (% ER) foi determinada através da
equacdo (1):

%ER=%XIOO (1)

em que A corresponde a quantidade do ativo encapsulada nas particu-
las e B a quantidade total inicial de ativo adicionada as formulagdes.

Ensaio de liberacao in vitro

Com o proposito de verificar o perfil de liberacdao dos ativos
pelas nanoparticulas foi realizado ensaio de cinética de liberag@o.
A liberag@o dos farmacos (IVM e MTP) através das nanoparticulas
foi modificado baseando-se no método descrito por Asrar et al.3 Os
ensaios foram realizados em condi¢do de diluicdo “sink”.** Sendo
assim, 0,7 mL da suspensdo de nanoparticulas contendo IVM, de
solubilidade em meio aquoso de 4 mg L', foi diluido em 700 mL de
agua deionizada, enquanto 0,3 mL da suspensdo de nanoparticulas
contendo MTP, de solubilidade em meio aquoso de 0,51 mg L, foi
diluido em 857 mL de dgua deionizada. Aliquotas de 10 mL destas
misturas foram entdo colocadas em tubos Falcon fechados e subme-
tidas a agitag@o em shaker (150 rpm) em temperatura ambiente. Em
periodos de 15, 30, 45 e 60 min, ao longo de 180 minutos, um tubo
era removido do shaker, submetido a centrifugagdo para a sedimen-
tacdo das nanoparticulas, e o sobrenadante era filtrado através de
um filtro de 0,45 pm e quantificado por CLAE. Os valores de drea
obtidos foram convertidos em concentracdo de ativo em pg mL",
utilizando como padrdo uma solugdo dos ativos livres. As medidas
foram realizadas em triplicata.

Ensaio de cito e genotoxicidade

Citotoxicidade - Teste de redugdo do tetrazolium MTT (Método
colorimétrico)

Os testes de viabilidade celular foram realizados em células da
linhagem 3T3 (fibroblastos de camundongos Balb-c 3T3) e V79
(fibroblastos pulmonares de Hamster), mantidas em cultura continua
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de penicilina/sulfato de estreptomicina, pH 7,4, 37 °C,
sob atmosfera imida com 5% de CO,. O plaqueamento foi reali-
zado inoculando-se 1x10* células por poco em placas de 96 pogos,
incubadas por 24 horas até a aderéncia. Apés a aderéncia as células
foram expostas durante 24 horas as formulacdes de nanoparticulas
incorporadas ou ndo com ativos em concentragdes variando na faixa
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de 0 a 50 ug mL"!. A viabilidade celular foi determinada através do
teste de redugdo do 3(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo de dife-
niltetrazolico (MTT). As células foram incubadas com MTT (0,5
mg mL") durante 3 horas a 37 °C. O nimero de células vidveis foi
determinado através da medi¢@o da quantidade de MTT convertido
a formazan (composto purpura) pelas desidrogenases mitocondriais.
Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO a
temperatura ambiente. A absorbancia da solu¢do em cada cavidade
foi medida em leitor de placas (Labsystems Multiskan MS) em 570
nm e calculou-se as porcentagens de células vidveis.>>

Ensaio de aberragdo cromossomica Allium cepa

O ensaio de genotoxicidade foi realizado utilizando-se sementes
de Allium cepa, no qual 30 sementes foram colocadas para germinar
em placa de Petri contendo dgua destilada. Ao atingirem o tamanho
entre 15 e 20 mm foram utilizadas para o teste. As raizes foram re-
tiradas e expostas por 24 h as formulac¢des de nanoparticulas sem e
contendo os farmacos, sem serem diluidas. Em seguida, foram fixadas
em fixador de Carnoy durante 24 h. Apés a fixagdo, foram removidas
da solugdo fixadora e lavadas por trés vezes com dgua destilada para
remogdo do excesso de fixador. Posteriormente, foram submetidas a
hidrdlise dcida a 60 °C, em que as raizes foram colocadas em banho
maria a 60 °C durante 9 minutos em uma solucéo de HCI 1 mol L.
Ap0s esta etapa, as raizes foram retiradas do banho e lavadas com
dgua destilada por aproximadamente 5 minutos cada uma, e colocadas
em reativo de Schiff durante 2 h para coloragdo. Apds esse tempo, as
raizes passaram por 3 banhos de dgua destilada até ser retirado todo
o excesso do corante. Cortou-se a regido meristemadtica das raizes
que foram colocadas em ldmina com uma gota de Carmim Acético
2% (corante citoplasmatico) e, em seguida, colocou-se a laminula
e executou-se suavemente o esmagamento para espalhar as células.
Ap0s o preparo das ldminas realizou-se a observagao ao microscépio
com a contagem e classificacio das células.

Para este estudo utilizou-se amostras dos ativos IVM e MTP) e
dos nanocarreadores (NLS e CLN) incorporadas ou ndo com ativos
nas concentragdes de 1 mg mL'. Como controle, utilizou-se dgua
destilada. O teste de genotoxicidade foi realizado em triplicata, sendo
aplicada andlise estatistica de varidncia (ANOVA) com o teste de
Tukey-Kramer através do software GraphPad Prism v.6°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo dos sistemas lipidicos

As andlises de distribui¢do de tamanho para as nanoparticulas
mostraram o perfil monomodal das mesmas, ou seja, a existéncia
de apenas uma populacdo de nanoparticulas, tanto na andlise de
NLS como de CLN. Isto € de grande importancia, pois se busca em
formulagdes para liberagdo modificada uma maior homogeneidade
do sistema, para que ocorram menores interferéncias no processo de
liberagdo dos ativos.'>?7

A Figura 1 retrata a distribuic@io de tamanho de NLS na auséncia
e na presenca dos formacos IVM e MTP no tempo inicial de estabili-
dade (0 dias), no tempo intermedidrio (60 dias) e no tempo final (120
dias). Observa-se (Figura 1a) que ndo houve alteracio significativa de
tamanho durante o periodo de estocagem. Este perfil de distribuicao
foi semelhante para as NLS contendo MTP (Figura 1c¢), no entanto,
para o tempo de 120 dias pode-se observar o aparecimento de uma
popula¢do com tamanho ao redor de 1000 nm, podendo indicar a
presenca de algum fendmeno de agregacdo. Para as NLS contendo
IVM (Figura 1b) pode-se observar uma pequena altera¢do no perfil de
distribui¢do de tamanho da formulagdo. Pode-se observar que durante
o tempo de estocagem ocorreu varia¢do na intensidade do tamanho da
particula analisada, o que sugere uma possivel formacao de agregados.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 1. Distribui¢do de tamanho de NLS para os tempos 0, 60 e 120 dias na auséncia de farmacos (a), contendo IVM (b) e contendo MTP (c)

A Figura 2a apresenta a variagdo do tamanho médio das for-
mulacdes de nanoparticulas lipidicas s6lidas (NLS) com e sem os
ativos IVM e MTP.

Como observado nas Figuras 1 e 2a, as formula¢des de NLS
sem os ativos e com os ativos apresentaram estabilidade durante o
periodo estudado, apesar de sofrerem alteracdes significativas em
seu tamanho médio: na formulacdo de NLS com IVM ocorreram
alteracoes significativas em seu tamanho no periodo de estudo, sendo
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Figura 2. a) Tamanho médio das NLS com e sem IVM e MTP em funcdo do
tempo. As medidas foram realizadas em triplicada (n=3). b) Tamanho médio
dos CLN com e sem IVM e MTP em funcdo do tempo. Utilizou-se o teste
ANOVA para verificagdo de alteragoes significativas, sendo considerada
uma significancia de p<0,05 para as diferengas estatisticas observadas entre
os grupos, onde a* representa variagdes ndo significativas entre os grupos
em fungdo do tempo em relagdo ao controle no tempo zero; b* representa
variagdes significativas entre os grupos em fungdo do tempo em relagdo ao
controle no tempo zero

observadas estas alteragdes em todo o decorrer de estocagem. Este
aumento no tamanho pode estar associado a possivel formacdo de
agregados. As formulagdes de NLS contendo MTP apresentaram
alteracdes significativas a partir de 30 dias de estocagem. De modo
geral, o didmetro das formulacdes de NLS, NLS com IVM e NLS
com MTP foi de 285,6 nm; 291,3 nm e 277,9 nm, respectivamente.

A Figura 2b apresenta a varia¢do do tamanho médio das formula-
¢oes de carreadores lipidicos nanoestruturados (CLN) com e sem os
ativos ivermectina (IVM) e metopreno (MTP). Como observado na
Figura 2b, as formulacdes de CLN sem os ativos ndo apresentaram
alteracdes significativas durante o periodo de estocagem, exceto
no tempo de 60 dias. As formulacdes contendo MTP também ndo
apresentaram alteragdes significativas durante o tempo de estudo. As
formulacdes de CLN com IVM apresentaram alteragdes significati-
vas de tamanho durante o periodo de estocagem. De modo geral, as
formulagdes apresentaram tamanho médio geral de 257,5; 2459 e
258,3 nm para as formula¢des de CLN, CLN com IVM e CLN com
MTP, respectivamente.

Observa-se que tanto as formulacdes de NLS como as de CLN
apresentaram no tempo inicial um tamanho médio abaixo de 300 nm,
destacando a eficiéncia do método de preparo das particulas. Pode-se
observar também que as formulacdes de NLS apresentaram maior
tamanho quando comparadas as formulacdes de CLN. Isso pode ter
ocorrido pelo fato de que os CLN sio formados por lipidios sélidos
e liquidos, enquanto as NLS s@o formadas apenas por lipidio sélido.
Lipidios com ponto de fusdo mais elevados podem originar um au-
mento no tamanho das nanoparticulas.*® Como o dcido oleico apre-
senta ponto de fusdo menor que a tripalmitina e os CLN apresentam
50% da massa de tripalmitina presente nas NLS, as formulacdes de
CLN apresentam menores tamanhos durante o periodo de estocagem,
como observa-se nas Figuras 1 e 2b.

A polidispersdo também foi analisada durante o periodo de
estudo. A polidispersdo representa a variabilidade do tamanho da
particula. Nas Figuras 3 estdo representadas as variacdes de poli-
dispersdo das formulacdes de NLS e CLN com e sem IVM e MTP.

Observa-se nas Figuras 3 a e b a ocorréncia de variagdes na
polidispersdo em fun¢@o do tempo. Estas variagdes podem estar re-
lacionadas a reorganizacdo na distribui¢do de tamanho das particulas
durante o periodo de armazenagem, porém, todas as formulacdes apre-
sentaram valores abaixo de 0,2, o que evidencia boa estabilidade das
formulagdes. A polidispersdo média das formulagdes de NLS, NLS
com IVM, NLS com MTP, CLN, CLN com IVM e CLN com MTP foi
0,130+0,045; 0,164+0,059; 0,119+0,048; 0,100£0,06; 0,097+0,061 e
0,10940,048, respectivamente. Estes resultados demonstram que as
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Figura 3. Polidispersdo média de a) NLS e b) CLN com e sem IVM ¢ MTP
em fungdo do tempo

formulagdes de nanoparticulas na auséncia ou presenca dos formacos
IVM e MTP apresentam boa estabilidade.

Assim como o tamanho, a polidispersao sofre aumento quando
comparamos os valores das formulagdes de CLN com as de NLS.

Quim. Nova

Um acréscimo de 5-10% no volume lipidico gera particulas de maior
tamanho e uma distribui¢do mais ampla do tamanho das particulas,
ou seja, um acréscimo no valor do indice de polidispersdo.®

Rastreamento de nanoparticulas

A técnica de rastreamento de nanoparticulas foi utilizada para
caracterizar as suspensdes de NLS e CLN. As andlises de distri-
buicdo de tamanho das particulas sdo apresentadas na Figura 4.
No tempo inicial (0 dias), observa-se que para as NLS (Figura 4)
na auséncia dos ativos foi obtido um diametro hidrodindmico de
203,7+65,5 nm e uma concentracdo de 2,49+0,12 x 10'* particu-
las por mL. Para as NLS contendo os ativos IVM e MTP foram
obtidos didmetro médios de 237,3+83,6 nm e 185,1+98,3 nm,
e concentragdo de 4,32+0,3 x 10" e 7,47+1,14 x 10" particulas
por mL, respectivamente. Para os CLN na auséncia dos ativos, o
diametro médio apresentado foi de 191,1+52,2 nm e concentracio
de 5,43+0,06 x 10'3 particulas por mL. Para os CLN com os ativos
IVM e MTP o diametro médio apresentado foi de 196,5+87,1
nm e 196,3+62,3 nm, e a concentracdo foi de 4,35+0,3 x10" e
4,53+0,09 x 10" particulas por mL, respectivamente.

Para o tempo de 120 dias (dados nd3o mostrados), para as
NLS na auséncia dos ativos foi obtido um didmetro médio de
258,2+170,6 nm e concentragdo de 5,31+3,18 x10" particulas por
mL, respectivamente. Para as NLS contendo os ativos [IVM e MTP,
foram obtidos didmetro médios de 193,7+63,4 nm e 188,6+76,3 nm,
e concentracdo de 2,10+0,15 x 10" e 2,35+0,09 x 10" particulas
por mL. Para os CLN na auséncia dos ativos o didmetro médio
encontrado foi de 193,1+£78,2 nm e concentracdo de 1,68+0,05
x10" particulas por mL. Para os CLN com os ativos IVM e MTP,
o didmetro médio encontrado foi de 167,8+75,9 nm e 222,3+97,7
nm e concentracdo de 4,32+0,6 x 10" e 3,18+0,24 x 10" particulas
por mL, respectivamente.

Como se pode observar (Figura 2 e Figura 4), por ambas as
técnicas (espectroscopia de correlacdo de fétons e rastreamento de
particulas) foram obtidos valores semelhantes para a distribui¢ao
de tamanho. Eventuais diferengas podem ser devido a forma de
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Figura 4. Distribuicdo de tamanho das particulas em fun¢do da concentragdo no tempo de 0 dias. A) NLS; B) NLS contendo IVM; C) NLS contendo MTP; D)
CLN; E) CLN contendo IVM; F) CLN contendo MTP. As andlises foram realizadas a 25 °C. A linha vermelha é correspondente ao desvio padrdo das andlises
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realizacdo de andlises, em especial em relacdo a questdo de dilui-
¢do das amostras. No NTA as amostras sdo diluidas em 30.000
vezes enquanto na ECF a diluicdo € realizada em 1.000 vezes. Tais
diferencas em dilui¢des podem fazer com que eventuais agregados
sejam desfeitos e isso faz com que em geral os valores de NTA sejam
menores que os observados por ECEF.

Potencial Zeta

A Figura 5 (a e b) apresenta os valores do potencial zeta para as
formulagdes de NLS e CLN com e sem os farmacos. As formulacdes
apresentaram valores médios de potencial zeta de -18,1; -14,7; -15,6;
-18,8; -20,9; e -20,7mV para NLS, NLS com IVM, NLS com MTP,
CLN, CLN com IVM e CLN com MTP, respectivamente.
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Figura 5. Potencial zeta de a) NLS e b) CLN com e sem IVM e MTP em
fungdo do tempo de 120 dias

No preparo das formulacdes, utilizou-se dlcool polivinilico como
tensoativo e este, por sua vez, possui uma agao estabilizante, ou seja,
adsorve sobre a superficie das particulas criando uma camada estabi-
lizadora por efeito estérico, a qual leva a uma redugdo do potencial
zeta medido.***! Desta forma, o principal fator de estabiliza¢@o destas
particulas € determinado pela presenga do tensoativo e nao pelo valor
do potencial zeta. Assim, os valores de potencial zeta nessas formula-
¢des ndo indicam, necessariamente, uma baixa estabilidade. Mesmo
com o efeito estabilizante do PVA, pode-se observar que, em funcio
do tempo para os dois carreadores (contendo ou ndo os ativos), nao
foram observadas grandes altera¢des nos valores de potencial zeta,
sendo os valores entre -14 mV e -25 mV.

pH

O pH foi um dos pardmetros investigados para avaliar a esta-
bilidade das NLS e dos CLN na presenga e auséncia dos farmacos.
Na Figura 6 estd representada as variagdes de pH das formulacdes
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com e sem os ativos [IVM e MTP. Pode-se observar que ocorreram
pequenas variagdes de pH nas formulacdes durante o tempo de
armazenagem de 120 dias. Constata-se também que as formulacdes
de NLS apresentaram uma tendéncia de aumento no valor do pH
enquanto as formulacdes de CLN apresentaram uma tendéncia de
diminuir o valor do pH. Estas alteracdes podem estar relacionadas a
composi¢do da fase lipidica de cada formulacéo e pode indicar uma
possivel degradagio dos farmacos ou dos componentes das formula-
¢oes devido a hidrdlise quimica de grupos funcionais presentes nos

componentes das formulacdes.?
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Figura 6. pH das a) NLS e b) CLN com e sem IVM e MTP em fung¢do do
tempo de 120 dias

As formulagdes de NLS sofreram diminui¢@o na variagio de
pH quando ocorreu a encapsulagdo dos ativos comparando-se com
a nanoparticula na auséncia destes. As formulacdes de CLN ndo
apresentaram grandes alteracdes de pH entre as nanoparticulas com
os ativos encapsulados e na auséncia destes.

Eficiéncia de retengdo

A porcentagem dos ativos retidos foi determinada através da quan-
tificacdio da porcentagem dos ativos IVM e MTP ndo encapsulados,
livres no ultrafiltrado apds a ultrafiltracdo, usando-se a equagdo 1.
As porcentagens de reten¢do para a [IVM nas NLS e CLN foram de
99,90+0,02% ¢ 99,90+0,01% respectivamente. Para o MTP os valores
encontrados foram 99,85+0,02 para NLS e 99,84+0,02% para CLN.

Os valores indicam que a afinidade entre os ativos com 0s Sis-
temas nanoestruturados lipidicos € alta, sendo que tal fato se deve
principalmente pela hidrofobicidade destes compostos e também
por suas baixas solubilidades em meio aquoso IVM =4 mg L' e
MTP = 0,51 mg L"). Além disso, destaca-se o fato dos valores de
coeficiente de particdo da IVM (log Poctanol-dgua = 3,21) e MTP
(log Poctanol-dgua = 5,50), indicando assim uma alta interacdo com
a fase lipidica.*>*
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Ensaio de liberagdo dos ativos

A liberacdo dos ativos estd diretamente relacionada com a estru-
tura dos carreadores, bem como a intera¢@o do ativo com o sistema
carreador. Os resultados se encontram na Figura 7.
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Figura 7. Ensaio de liberagdo in vitro dos ativos IVM e MTP das particulas
de a) NLS e b) CLN em fungdo do tempo de 180 minutos

Como observado nas Figuras 7a e b, as formulagdes de NLS
e CLN contendo os farmacos apresentam uma liberagdo lenta.
Comparando as formulagdes em teste, tanto nas NLS como nos
CLN, a IVM ¢ liberada mais rapidamente que o MTP e a liberacéo
das NLS € maior que a dos CLN. Este fato provavelmente € devido
as interacdes existentes entre os ativos e os componentes dos sistemas
carreadores, o que também pode explicar o fato de que a liberagdo dos
ativos ocorre de forma lenta, uma vez que, assim como descrito na
literatura, alguns farmacos possuem maior solubilidade em lipidios
liquidos do que em lipidios sélidos, proporcionando um menor grau
de expulsdo do farmaco.** Qutro aspecto que pode ser destacado
para a liberagdo mais rdpida da IVM em relacdo ao MTP deve-se aos
valores de coeficiente de particdo octanol-dgua da IVM (logP 3,21)
ser menor que o do MTP (logP 5,50). Destaca-se que tais valores
provavelmente se devem as caracteristicas dos grupamentos presentes
nas moléculas destes compostos, sendo que a IVM possui um maior
ndmero de grupamentos capazes de formar liga¢des de hidrogénio
com a dgua em relacdo a molécula de MTP.

Microscopia eletronica de transmissio (MET)

A técnica de MET foi empregada para caracterizar a morfologia
das nanoparticulas NLS e CLN contendo os ativos IVM e MTP, sendo
avaliadas no tempo inicial de estocagem (Figura 8).

Como se pode observar nas micrografias obtidas, todas as
nanoparticulas apresentam formato esférico. A Figura 8 apresenta
a micrografia de NLS no tempo de O dias contendo IVM (a) e
MTP (b), e CLN no tempo de 0 dias contendo os ativos IVM (c) e
MTP (d) com aumento de 27800 vezes. A partir da figura pode-se
observar ainda que as nanoparticulas (NLS e CLN) apresentam
aproximadamente o mesmo tamanho e formato esférico, havendo
formagdo de uma segunda populacio na formulacio de CLN con-
tendo MTP, sem ocorrer alteragdo das caracteristicas morfoldgicas
das nanoparticulas.

Quim. Nova

A)

0N

Figura 8. Micrografias de A e B) NLS e C e D) CLN no tempo de 0 dias
contendo IVM (a) e MTP (b), e CLN no tempo de 0 dias contendo os ativos
IVM (c) e MTP (d) com aumento de 27800 vezes

Ensaios de cito e genotoxicidade

Ensaio de citotoxicidade - Teste de reducdo do tetrazolium MTT
(método colorimétrico)

Foram utilizados dois tipos celulares para verificar possiveis
variagdes entre diferentes células, sendo utilizadas células do tipo
3T3 e células V79. A Figura 9a apresenta os resultados para os
ensaios de viabilidade celular, nos quais foram avaliados os efeitos
citotoxicos dos farmacos IVM e MTP, das NLS e CLN contendo os
farmacos IVM e MTP e também das NLS e CLN na auséncia destes
utilizando-se linhagem de células 3T3.

A Figura 9b apresenta os resultados para os ensaios de viabilidade
celular, nos quais foram avaliados os efeitos citotéxicos dos farmacos
IVM e MTP, das NLS e CLN contendo os farmacos IVM e MTP e
também das NLS e CLN na auséncia destes utilizando-se células V79.

A Tabela 1 apresenta os valores de ICs, para os ativos (IVM e
MTP) e também para as formulagdes de NLS e CLN na auséncia e
contendo esses ativos para as células 3T3 e V79.

Os resultados demonstram que as nanoparticulas testadas para
a encapsulaco possibilitaram a alteraciio na viabilidade celular das
células testadas. Porém, as nanoparticulas sem a presenca dos ativos
apresentaram citotoxicidade na faixa de concentragao estudada, uma
vez que ndo mantiveram a viabilidade celular em torno de 100% para
as concentragdes analisadas. Observa-se nas Figuras 9a (células 3T3)
e 9b (células V79) que as NLS apresentam menor toxicidade que os
CLN, dado que o valor de ICs, de NLS € maior que o de CLN. Quando
ocorre a encapsulagdo, este fato se mantém, sendo que as formulagdes
de NLS encapsulada com os ativos IVM ou MTP apresentam menor
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Figura 9. Avaliagdo da citotoxicidade de células 3T3 e V79 para IVM, NLS e NLS com IVM (a); IVM, CLN e CLN com IVM (b); MTP, NLS e NLS com MTP

(c); e MTP, CLN e CLN com MTP (d)

Tabela 1. Valores de ICy, para as formulagdes de NLS e CLN na auséncia e
contendo IVM e MTP, e de IVM e MTP para células 3T3 e V79

Formulcao IC;, (mg mL™") IC;, (mg mL™)
para 3T3 para V79
NLS 0,325 0,261
CLN 0,100 0,207
VM 0,147 0,251
MTP 0,146 0,281
NLS + IVM 0,174 0,295
NLS + MTP 0,181 0,238
CLN +IVM 0,325 0,234
CLN + MTP 0,115 0,208

citotoxicidade que CLN encapsulado com os ativos IVM ou MTP,
possibilitando uma melhora na viabilidade celular. Os resultados
demonstram que, de forma geral, as formulagdes de nanoparticulas
com ativos encapsulados apresentam viabilidade celular acima de
50% quando testadas concentracoes menores que 0,2 mg mL".
Observa-se na Tabela 1 que as células V79 apresentaram maio-
res valores de IC,, quando comparadas com as células 3T3, exceto
para as NLS e CLN contendo IVM. Desta forma, as formulacoes
apresentaram menor toxicidade (maior valor de ICs,) para as células
V79. Para as células V79, as formulacdes de NLS apresentam maio-
res valores de ICy, que as formulagdes de CLN, ou seja, apresentam
menor toxicidade. O mesmo pode ser observado para as células 3T3,
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exceto quando ocorre a encapsulacdo de IVM, ocorrendo a inversao,
ou seja, o CLN contendo IVM apresenta maior valor de ICs, que a
NLS contendo IVM.

O fato das formulag¢des de NLS apresentarem maiores valores de
ICs, (menor toxicidade) quando comparadas com as formulagdes de
CLN pode estar relacionado com a composigao das nanoparticulas:
a alteracdo do nucleo lipidico provoca significativa influéncia no
valor de ICs,.* Desta forma, a viabilidade celular das linhagens de
células testadas pode ser alterada com a alteracdo na composicio
das formulagdes de NLS e CLN com a redu¢do da quantidade de
lipidios e tensoativo utilizados em sua preparacdo, possibilitando o
uso veterindrio sem prejuizos aos animais tratados.

Ensaio de genotoxicidade Allium cepa

A Figura 10 apresenta os resultados para os ensaios de indice
mitético obtidos com ensaio de aberracdo cromossdmica Allium
cepa, nos quais foram avaliados os efeitos genotdxicos dos farmacos
IVM e MTP, das NLS e CLN contendo os farmacos IVM e MTP, e
também das NLS e CLN na auséncia destes.
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2 011 a a a2 5, a a a a

Figura 10. Avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade de células de Allium
cepa para os farmacos IVM e MTP, carreadores NLS e CLN, e formulagoes
de NLS com IVM; CLN com IVM, NLS com MTP ¢ CLN com MTP. Foi con-
siderada uma significancia de p<0,05 para as diferengas estatisticas obser-
vadas entre os grupos, onde a representa variagoes ndo significativas entre
as formulagoes em relagdo ao controle; b representa variagaoes significativas
Sformulagoes em relagdo ao controle

Na Figura 10 estdo representados os resultados dos testes de
citotoxicidade dos farmacos IVM e MTP em Allium cepa, sendo
que o indice mitético representa o nimero de células em divisdo em
relagdo ao numero total de células. Com relacdo a genotoxicidade
pode-se observar que as formulagdes provocaram alteragdes em
relacd@o a solucdo controle, sendo que a NLS apresenta maior indice
mitético que CLN, tanto na presenga de IVM quanto na auséncia
dos farmacos. Tanto as NLS como os CLN apresentaram valores de
indice mitdtico acima do controle, o que indica que as formulacdes
provocam um estimulo a divisdo celular. Desta forma, as formulagdes
testadas ndo apresentaram citotoxicidade nas concentragdes em teste.

O indice de alteracdo € utilizado para verificar possiveis danos
ao DNA. Desta forma, pode-se observar na Figura 10 que todas as
formulagdes testadas provocaram alteragdes no DNA das células
testadas, sendo que o uso dos nanocarreadores NLS e CLN para
encapsulagdo de IVM e MTP aumentaram o valor do indice de al-
terac@o destes dois ativos (IVM e MTP), aumentando as alteracdes
no organismo testado.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que as nano-
particulas desenvolvidas (NLS e CLN) apresentam alta capacidade
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de encapsulacio dos ativos IVM e MTP (acima de 99%). As for-
mulacdes desenvolvidas apresentaram estabilidade durante o tempo
de estocagem. Por diferentes técnicas (ECF e NTA) foram obtidos
valores semelhantes para a distribuicdo de tamanho, e também um
perfil monomodal, ou seja, apenas uma populacdo de particulas.
Pode-se observar que durante o tempo de estocagem ocorreu varia-
¢do na intensidade do tamanho da particula analisada, o que pode
indicar possivel formagdo de agregados. As andlises de microscopia
eletronica de transmissdo mostraram que tanto as NLS como os CLN
apresentam morfologia esférica, sem a presenga de agregados. Os
ensaios de cinética de liberacdo demonstraram que os perfis cinéticos
dos ativos encapsulados nas NLS e CLN foram lentos. Comparando
as formulacdes em teste, a [IVM € liberada mais rapidamente que o
MTP. Os resultados do ensaio de cito e genotoxicidade demonstram
que as nanoparticulas testadas para a encapsulacio possibilitaram a
alterac@o na viabilidade celular das células testadas. Os resultados
apresentados neste trabalho demonstraram que as nanoparticulas
apresentaram boas caracteristicas coloidais e a presenga ou auséncia
de drogas ndo provocam alteracdes nas caracteristicas das nanoparti-
culas, possibilitando o desenvolvimento de sistemas carreadores para
estes farmacos visando aplicagdes veterindrias.
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