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Resumo

LOTIERZO, M. C. G. Estudo da eficicia de encapsulacdo da Cinarizina em
cubossomos n&o-ibnicos: caracterizacdo estrutural e citotdxica. 2021. 97f.
Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2021.

Os cubossomos sdo particulas nanoestruturadas em forma de bicamada lipidica,
bicontinuas e altamente curvadas, as quais devem ser estabilizadas por um polimero
ndo-idnico, neste caso o Pluronic® F-127. Podem ser compostos por alguns tipos de
lipidios especificos que possuem a capacidade de se auto associar em estruturas cubicas
qguando estdo em excesso de agua, como o fitantriol (PHY) e a monoleina (GMO).
Devido a sua estrutura Unica, cubossomos possuem um grande potencial para serem
considerados como sistemas drug delivery. Os sistemas drug delivery sdo amplamente
utilizados na pesquisa farmacéutica e em contextos clinicos para aumentar a eficacia de
compostos utilizados para diagnostico e de farmacos. No caso da cinarizina (CNZ),
farmaco ja aprovado para o tratamento de nduseas, vomitos e vertigens causadas pela
doenca de Meéniere, existem inumeros efeitos colaterais associados a sua baixa
solubilidade. Desta forma, a encapsulacdo em cubossomos se torna uma abordagem
promissora para resolver os problemas de atividade farmacoldgica relacionados ao
farmaco. Neste trabalho, realizamos uma caracterizagdo biofisica da interagdo da CNZ
em cubossomos (contendo PHY ou myverol, MYV, sendo este composto por 80% de
GMO). As técnicas biofisicas utilizadas foram: espalhamento de raios-X em baixos
angulos (SAXS), espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM), crio microscopia eletronica de transmisséo (Crio-TEM), analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e potencial zeta. A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foi realizada para verificar a porcentagem de eficiéncia de
encapsulacdo (%EE) da CNZ nos cubossomos, enquanto que a citotoxicidade foi
avaliada em eritrocitos através da andlise da atividade hemolitica. Inicialmente, a
influéncia de diferentes solventes (acetona, cloroférmio, etanol e octano) nas
propriedades estruturais de cubossomos de PHY foi investigada, a fim de se minimizar
os efeitos do solvente utilizados para a encapsulacdo da CNZ. Para amostras com
acetona, descobriu-se que apenas altas concentracGes tiveram influéncia na estrutura
cristalogréfica das nanoparticulas, sendo o resultado foi totalmente reversivel apds 24h.
O etanol fez com que o parametro de rede aumentasse de 10-15%. O cloroférmio e o
octano tiveram efeitos diferentes sobre cubossomos de PHY em comparacdo com a
acetona e o etanol; ambos induziram uma transi¢cdo cubico-hexagonal-micelar.
Posteriormente, constatamos que as nanoparticulas de PHY e MYV apresentaram
diferentes estruturas cristalogréaficas, sendo elas Pn3m e Im3m, respectivamente. Devido
a problemas com a baixa solubilidade de CNZ em PHY os estudos para esse lipidio
foram suspensos. Nos testes para cubossomos de MYV ao incorporar a CNZ foi
observado uma alteracdo da estrutura cubica de Im3m para Pn3m e os valores dos
parametros de rede se alteraram de acordo com a estrutura cristalina encontrada, porém
os valores ndo apresentaram diferencas significativas de tamanho quando se trata da
mesma estrutura, sugerindo que a CNZ ndo interferiu no parametro de rede. Os
tamanhos das nanoparticulas apresentaram uma populagdo monodispersa com ~200 nm.
DLS mostrou uma interferéncia da CNZ no tamanho dos cubossomos, variando de
forma diretamente proporcional a concentracdo de CNZ na amostra, enquanto as
técnicas de NTA e microscopia apresentaram nanoparticulas de tamanhos bastante
variados, mas independente da interferéncia da CNZ. A encapsulacdo de CNZ também



foi dosada por HLPC em cubossomos de MYV, obtendo um limite superior de 0,6
mg/mL. A atividade citotdxica dos cubossomos foi testada em eritrécitos, revelando
uma taxa de hemdlise bastante inferior em cubossomos com CNZ em relacdo a
cubossomos puros. Acreditamos que 0s cubossomos podem sim ser utilizados como
sistemas carreadores de CNZ.

Palavras chave: Cubossomos, Cinarizina, nanoparticulas, drug delivery, lipidios.
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Abstract

LOTIERZO, M. C. G. Study of the encapsulation efficacy of Cinnarizine in non-
ionic cubosomes: structural and cytotoxic characterization. 2021. 97f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2021.

Cubosomes are nanostructured particles in the form of a lipid bilayer, bicontinuous and
highly curved, which must be stabilized by a non-ionic polymer, in this case Pluronic®
F-127. They can be composed of some types of specific lipids that have the ability to
self-associate in cubic structures when they are in excess of water, such as phytantriol
(PHY) and monolein (GMO). Due to their unique structure, cubosomes have a great
potential to be considered as drug delivery systems. Drug delivery systems are widely
used in pharmaceutical research and clinical settings to increase the efficacy of
compounds used for diagnostics and drugs. In the case of cinnarizine (CNZ), a drug
already approved for the treatment of nausea, vomiting and vertigo caused by Méniére's
disease, there are numerous side effects associated with its low solubility. Thus,
cubosomal encapsulation becomes a promising approach to solve drug-related problems
of pharmacological activity. In this work, we performed a biophysical characterization
of the CNZ interaction in cubosomes (containing PHY or myverol, MYV, which is
composed of 80% GMO). The biophysical techniques used were: low angle X-ray
scattering (SAXS), dynamic light scattering (DLS), transmission electron microscopy
(TEM), cryo transmission electron microscopy (Crio-TEM), nanoparticle tracking
analysis (NTA) and zeta potential. High performance liquid chromatography (HPLC)
was performed to verify the percentage of encapsulation efficiency (%EE) of CNZ in
cubosomes, while cytotoxicity was evaluated in erythrocytes by analyzing the hemolytic
activity. Initially, the influence of different solvents (acetone, chloroform, ethanol and
octane) on the structural properties of PHY cubosomes was investigated in order to
minimize the effects of the solvent used for the encapsulation of CNZ. For samples with
acetone, it was found that only high concentrations had an influence on the
crystallographic structure of the nanoparticles, with the result being fully reversible after
24h. Ethanol caused the network parameter to increase by 10-15%. Chloroform and
octane had different effects on PHY cubosomes compared to acetone and ethanol; both
induced a cubic-hexagonal-micellar transition. Later, we found that PHY and MYV
nanoparticles presented different crystallographic structures, being Pn3m and Im3m,
respectively. Due to problems with the low solubility of CNZ in PHY, studies for this
lipid were suspended. In the tests for MYV cubosomes when incorporating CNZ, a
change in the cubic structure from Im3m to Pn3m was observed and t he lattice
parameters changed according to the crystal structure found, but the differences
observed were not significant when it comes to the same structure, suggesting that the
CNZ did not interfere with the network parameter. The nanoparticle sizes showed a
monodisperse population with ~200 nm. DLS showed an interference of CNZ in the
size of the cubosomes, varying directly proportionally to the concentration of CNZ in
the sample, while NTA and microscopy techniques showed nanoparticles of widely
varying sizes, but independent of CNZ interference. CNZ encapsulation was also dosed
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by HLPC in MYV cubosomes, obtaining an upper limit of 0.6 mg/ml. The cytotoxic
activity of cubosomes was tested in erythrocytes, revealing a much lower rate of
hemolysis in cubosomes with CNZ compared to pure cubosomes. We believe that
cubosomes can indeed be used as CNZ carrier systems.

Keywords: Cubosomes, Cinarizine, nanoparticles, drug delivery, lipids.
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1. Introducao

1.1 Nanotecnologia e nanomedicina

A nanotecnologia comegou a se desenvolver em meados dos anos 50, e desde
entdo suas aplicacdes em diversas areas revolucionaram o sec. XX. Esta ciéncia estuda
particulas com dimensfes entre 1 e 1000 nm visando produzir materiais com
propriedades especificas e diferenciadas. As vantagens quando comparadas a estruturas
em escalas micromeétricas sdo indmeras, justamente por terem propriedades fisico-
quimicas como reatividade quimica de condutancia elétrica, magnetismo, efeitos dpticos
e resisténcia fisica que podem ser usadas para superar algumas das limitacOes
encontradas. (NIKALJE et al., 2015) Os estudos abrangem areas multidisciplinares
relacionadas a fisica, quimica, biologia e engenharia, com aplicacbes em campos como
eletroeletronicos, tecnologias de comunicacdo, nano chips de armazenamento,
nanomateriais, alimentos, agricultura, embalagens e, com especial destaque, a
nanomedicina. (ZHANG et al., 2008)

A aplicagdo da nanotecnologia a medicina, conhecida como nanomedicina,
refere-se a0 uso destes materiais em pequena escala para desenvolver novas
modalidades terapéuticas e de diagnostico. Os sistemas de drug delivery vém avancando
como uma ferramenta promissora para fornecer tratamento eficiente levando o
medicamento a tecidos especificos. (TORCHILIN, 2014) Este sistema nanoparticulado
melhora significativamente o efeito no alvo e a biodisponibilidade de um medicamento,

reduzindo sua toxicidade e possiveis efeitos colaterais. (FORNASIER et al., 2020)

Os sistemas de drug delivery sdo amplamente utilizados na pesquisa
farmacéutica e em contextos clinicos para aumentar a eficacia de agentes diagndsticos e
farmacos, incluindo os anticancerigenos, antimicrobianos e antivirais. (TORCHILIN,
2014) O uso desses sistemas visa superar dificuldades associadas aos farmacos
tradicionais, como pobre solubilidade aquosa, baixa biocompatibilidade, distribuigéo
ndo especifica no organismo e possiveis efeitos colaterais. Com o crescente avango da
técnica, sistemas biocompativeis estdo sendo criados para detectar células doentes e
promover a cura pontual. (BHOSALE et al., 2013) Em contra ponto, as desvantagens se

relacionam aos custos de producdo. (MENG et al., 2018)



Diversas nanoparticulas (figura 1) podem ser utilizadas para a producdo de
sistemas drug delivery, podendo ser feitas de uma variedade de materiais, como metais
(Au ou Ag) lipidios, polimeros e nanotubos de carbono. Todos os materiais de matéria-
prima devem ser biocompativeis (JURJ et al., 2017). Suas formas definem as
propriedades fisico-quimicas, o tipo de molécula que pode ser carregada, e como ela
sera liberada. Muitas estruturas como, por exemplo, micelas, lipossomos, dendrimeros,
hidrogéis, vesiculas, cubossomos, polimerossomas, entre outras vem sendo estudadas
(AKHTER et al., 2018). As propriedades das nanoparticulas, como forma, carga
superficial, lipofilicidade, tamanho, geometria, densidade, etc. sdo caracteristicas
importantes que determinam a vida Util das nanoparticulas e possiveis aplicacdes.
(BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015)

Y74 PEGylation or other coatings
X Gy

dendrimer  protein-drug . X surface functional group
conjugate ‘f '\\ /\/ (e...—SH, -NH,, -COOH)
) 2ds P ®
carbon nanotube : g 1 1 i
XX g nanoparticle e surface charge
" { -+
potymer pamcse liposome £ j} @
4
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hydrogel particie  solid-lipid
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plate star

Figura 1: A variedade de nanoparticulas estudadas nos tltimos 40 anos de pesquisas, em termos de forma,
tamanho, materiais utilizados e potenciais adi¢cGes as superficies das nanoparticulas. Fonte: Adaptada de (SUN et
al., 2014).

Dentre as inUmeras nanoparticulas utilizadas para drug delivery destacam-se as
formadas por lipidios, como lipossomos e cubossomos. No inicio dos anos 70
lipossomos tiveram suas primeiras aplicacfes na nanomedicina, sendo utilizados para
carreadores para vacinas. (NIKALJE et al., 2015) Outras nanoparticulas, como 0s
cubossomos, sdo de aplicacdo mais recente no campo de entrega de farmacos.
(ZABARA et al., 2019)

Independentemente da via de administracdo, as nanoparticulas interagem com as

células predominantemente via fagocitose, internalizacdo mediada ou fusdo com a
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membrana celular, depois disso, elas passam por internalizacdo celular na qual ocorre a
liberagdo do farmaco (MUNTIMADUGU; KOMMINENI; KHAN, 2017)
(DESHPANDE; SINGH, 2017). Dependendo se as drogas estéo localizadas nas porgoes
hidrofobicas ou hidrofilicas do carreador, os mecanismos de liberacdo podem variar.
(AKHTER et al., 2018)

1.2 Cubossomos

Os cubossomos sdo particulas nanoestruturadas em uma bicamada lipidica,
continua e altamente curvada que se estende nas trés dimensdes formando canais de
agua que podem se dobrar em diferentes estruturas, sendo as principais: la3d, Pn3m e
Im3m, como vemos na figura 2. Podem ser produzidos pela adicdo de alguns lipidios
especificos, como o fitantriol, a monoleina e o myverol, em excesso de agua, resultando
em uma suspensdo coloidal. Sua auto associacdo forma estruturas periddicas de simetria
clbica que sdo estabilizadas pela presenca de um polimero ndo idnico adicionado a
suspenséo coloidal. (TAN et al., 2019) (PATEL, THAKKAR, 2021)
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Figura 2: Estruturas comumente encontradas na automontagem de moléculas anfifilicas, como monoleina e
fitantriol. Fonte: (TAN et al., 2019)

Vale ressaltar que os cubossomos destacam-se em relacdo a outras particulas

devido a sua alta area superficial de ~400 m?g™ e seu volume hidrofébico interno de
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aproximadamente 50%, tornando-o um importante carreador de substancias
hidrofébicas, anfifilicas e hidrofilicas (figura 3). (ESPOSITO, MARIANI,
DRECHSLER, 2016) Sao altamente estaveis, podendo permanecer por meses sem
alteracdes em sua estrutura interna, quando preparados em ambiente estéril. (RIZWAN;
BOYD, 2015) (BARRIGA, HOLME, STEVENS, 2018)

D lipofili
roga fipotiiica Droga hidrofilica

Droga anfifilica

Figura 3: Esquematizagdo da estrutura cuibica Im3m apontando os setores hidrofilicos e hidrofébicos da matriz,
bem como as drogas que podem ser carreadas em cada regido. Fonte: (KARAMI; HAMIDI, 2016)

Cubossomos necessitam de um agente estabilizador para impedir a agregacao
das nanoparticulas (coalescéncia), geralmente € utilizado um polimero nédo idnico. O
mais empregado, atualmente, € o copolimero tribloco Poloxamer 407, comercialmente
conhecido como Pluronic F127®, que restringe essa agregagdo por impedimento
estérico (KARAMI; HAMIDI, 2016). Outras moléculas também foram relatadas para
desempenhar o mesmo papel que F127, (LOTIERZO et al., 2020) (CHONG et al.,
2011) como tween 80, (SERIEYE et al., 2017) (YOUNUS et al., 2018) (AZHARI et al.,
2021) &cido oleico (FRASER et al., 2013) (FONG et al., 2020) e vitamina E (PATEL,
THAKKAR, 2021) (YAGHMUR, TRAN, MOGHIMI, 2020).

E importante salientar que apesar das moléculas de monoleina e fitantriol
formarem estruturas cubicas, a organizagdo interna das nanoparticulas é diferenciada.
No diagrama de fases de ambos lipidios, verificamos a presenca das estruturas 1a3d e
Pn3m, no entanto, ao adicionarmos Pluronic F127® na produgdo das nanoparticulas,
uma terceira estrutura cristalografica, conhecida como Im3m (figura 3), pode ser
formada. (BARRIGA, HOLME, STEVENS, 2018)

As trés diferentes estruturas observadas podem ser descritas em termos de duas

redes tridimensionais de hastes conectadas, mutuamente interligadas e desconectadas. A
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la3d possui as hastes unidas coplanarmente 3 por 3, mutualmente interligados e
desconectados, cada rede é quiral, e as duas sdo imagens espelhadas; na Pn3m, as hastes
sdo tetraedricamente unidas 4 por 4, formando estruturas dos canais de &gua
semelhantes a uma estrutura de diamante; e na Im3m, as hastes séo unidas cubicamente
6 por 6, sendo a estrutura mais simétrica de todas. (MARIANI, LUZZATI,
DELACROIX, 1988)

Nanoestrutura

G (giroide)
la3d
Q229

P (primitiva) -.

Im3m
Q229

D (diamante)
Pn3m
Q224

Figura 4: Diferentes possiveis estruturas cristalograficas de cubossomos. Fonte: Adaptada de
(https://cherezov.usc.edu/resources.htm)

As estruturas de cristal liquido dos cubossomos sao frequentemente investigadas
para aplicacdes biomédicas. (NIKALJE et al., 2015) (ZABARA et al., 2019) Dentre
suas principais aplicacbes, encontramos a liberacdo controlada de drogas, aplicavel
devido ao seu pequeno tamanho de poro (5-10 nm). Os mecanismos de liberacdo das
drogas encapsuladas ocorrem geralmente por difusdo, por conta do gradiente de
concentracdo da droga que se estabelece no local de liberacdo. Porém, existem varios
fatores que influenciam na taxa de liberagdo do sistema, como por exemplo:
solubilidade do farmaco no meio dispersante, 0 seu coeficiente de difusdo, tamanho e
distribuicdo dos poros, temperatura, pH, forca idnica do meio bioldgico, e claro, a
geometria das nanoparticulas. (PATEL, THAKKAR, 2021)

Além disso, quando uma droga € incorporada a nanoparticula, ela se torna parte
de sua matriz e as moléculas podem ser encapsuladas nos cubossomos por meio de
diferentes processos: co-solubilizagdo ou adicionadas ap6s as nanoparticulas serem
formadas. (MO; MILLERET; NAGARAJ, 2017)
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As principais vantagens do uso de cubossomos sdo que este nanossistema pode
carregar mais de um medicamento ou molécula diferente ao mesmo tempo, podendo ser
até uma hidrofébica e outra hidrofilica. O maior volume hidrofébico permite que os
cubossomos suportem grandes cargas de drogas em sua matriz. (KARAMI; HAMIDI,
2016) (SHARMA, DHAWAN, NANDA, 2020)

Ademais, existem evidéncias na literatura mostrando que os cubossomos sédo
nanoparticulas resistentes a variacbes de pH, (MULLER; SALONEN; GLATTER,
2010) alguns estudos mostram que as nanoparticulas mantém a estrutura ctbica, mesmo
em meios acidos ou alcalinos, sustentando variacdes de pH de 5,5 a 10. (NAZARUK;
MAJKOWSKA PILIP; BILEWICZ, 2017)

1.3 Moléculas anfifilicas

Moléculas anfifilicas sdo aquelas definidas por conterem grupos polares (com
alta afinidade pela agua) e grupos apolares (com pouca afinidade pela 4gua). Uma das
principais caracteristicas dessas moléculas é a capacidade de se auto associar em
solucdo aquosa a partir de uma dada concentracdo, chamada de concentracdo de
agregacdo critica (CAC). (MARZZOCO, TORRES, 2007) Esta auto associacdo em
meio aquoso é feita de modo a se minimizar o contato das regides hidrofobicas e
maximizar o contato das regides hidrofilicas com a &gua, formando os mais diferentes
tipos de estruturas como: micelas, vesiculas, polimerossomos, cubossomos, dentre
outras (figura 5). (LETCHFORD, BURT, 2007)
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Figura 5: Arranjos estruturais de moléculas anfifilicas constituidas por polimeros, surfactantes, detergentes ou
lipidios. Fonte: Adaptada de http://www.theonislab.com/research/

O parametro de empacotamento é uma grandeza que pode prever quais fases sdo
preferencialmente formadas por um dado lipidio, uma vez que o comprimento da cadeia
e 0 volume do hidrofébico sdo conhecidos, bem como a area de superficie do grupo
polar (RIZWAN; BOYD, 2015). Um diagrama de fase de uma molécula é capaz de
exibir seu polimorfismo em determinados graus de hidratacdo, revelando todas as
estruturas de associacdo possiveis (AZMI; MOGHIMI; YAGHMUR, 2015). Porém,
nem todos os lipidios podem se auto associar em estruturas cubicas devido as suas

formas e parametro de empacotamento.

Algumas moléculas anfifilicas podem se auto associar na estrutura cubica, mas

as mais estudadas sdo a monooleina (GMO) e o fitantriol (PHY)

1.3.1 Fitantriol (PHY)

O fitantriol (PHY, tabela 1) tem sido utilizado para producdo de cubossomos
desde 2000. Este lipidio biocompativel ganhou um interesse mais recente no campo
biomédico em comparacdo a outros monoglicéridos por varios motivos, como
disponibilidade comercial com 95% de pureza. Por ndo apresentar nenhuma instauragdo
na cadeia alquil e a auséncia de uma ligacdo éster no grupo da cabeca polar da molécula

0 PHY apresenta estabilidade quimica superior e tornou-se interessante para a producéo
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de carreadores de drug delivery. (BARAUSKAS; LANDH, 2003) (AKHLAGHI, LOH,
2017)

Com a aplicacdo ja estabelecida em cosméticos, o PHY é utilizado para a
producdo de nanocarreadores, devido a estudos favoraveis a sua a administracdo oral,
sendo menos suscetivel a degradacdo pelo sistema gastrointestinal por conta de sua
estabilidade quimica. (KARAMI; HAMIDI, 2016) (NGUYEN et al., 2011)

Tabela 1: Formula estrutural e propriedades fisico-quimicas do fitantriol (massa molecular; coeficiente de
particdo octanol/agua — LogP; balango hidrofilico/lipofilico — HLB; ponto de fus3o - PF).

Fé 2 E | Massa
6rmula Estrutura

Molecular | o8P | HLB | PF
o, o, L L or 330,55 59 |6,36 | 57°C

No diagrama de fases do PHY (figura 6) podemos verificar as possiveis
estruturas formadas por essa molécula, sendo que a estrutura cubica é predominante,
onde Pn3m e la3d sdo as fases cubicas. Também é possivel encontrar condi¢des onde as
estruturas formadas sdo lamelares e hexagonais. (AKHLAGHI, LOH, 2017)

Hexagonal

Ly +H'()
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50 | I / | ““ \ “" 4"_{)
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—_— \. |\ Pn3m
\ 0

Temperature (°C)
N\

0 5§ 10 15 20 25 30 35
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Figura 6: Diagrama de fase do fitantriol em solu¢do aquosa a diferentes temperaturas. Fonte: Adaptada de
(AKBAR et al., 2017)
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1.3.2 Monoleina (GMO)

A monoleina (monogliceride glycerol — monoolein, tabela 2) é um
monoacilglicerol de cadeia mais longa, que exibe um mesomorfismo muito rico em uma
faixa relativamente estreita de temperatura. Os tipos de fases formadas dependem da
temperatura e esse carater € conhecido como mesomorfismo termotropico. A
preferéncia de fase também depende do conteido de agua. Esta propriedade é conhecida
como mesomorfismo liotropico. (CLOGSTON et al., 2000)

GMO é uma molécula lipidica interessante para a producdo de nanocarreadores
por ser atoxico, biodegradavel, biocompativel, e resistente & mudancgas na temperatura.
(PAN et al., 2013) E aprovada pelo departamento de Sadde e Servicos Humanos dos
Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA), e amplamente utilizada na
indUstria alimenticia como emulsionante.(CFR, 2020) (SERIEYE et al., 2017) Esta
molécula também apresenta efeitos hemostaticos e propriedades antibacterianas.
(ERICSSON et al., 2009)

A geometria da molécula de GMO favorece a formacdo de estruturas cubicas,
pois possui uma longa cadeia alquilica, (18 grupos metil) com uma instauracdo entre 0s
grupos metila 9 e 10, e uma cabeca polar formada pela esterificagdo de um &cido

carboxilico e o glicerol (tabela 2).

Tabela 2: Férmula estrutural e propriedades fisico-quimicas da monoleina (massa molecular; coeficiente de
parti¢do octanol/agua — LogP; balango hidrofilico/lipofilico — HLB; ponto de fus3o - PF).

Fé la Estrutural Massa
ormula Estrutura
Molecular LogP | HLE PF

HO OH

o

356,54 6,5 | 3,8 | 35.0°C

E importante salientar que a monoleina pode formar diferentes estruturas em

meio aquoso, dependendo da quantidade relativa de dgua presente no sistema. A figura
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4 mostra uma representacdo do diagrama de fase da monoleina em sistemas aquosos,
onde podemos visualizar estruturas cubicas (Pn3m e la3d), bem como fases lamelar e
hexagonal (figura 7). A estrutura cubica da monoleina prevalece na presenca de agua
superior a 30% e em temperaturas inferiores a 80°C. (PAN et al, 2013) (SPICER,
HAYDEN, LYNCH, 2001)

Infelizmente, a GMO ¢ um lipidio relativamente caro, que néo seria viavel para
0 projeto. Desta forma, optamos por usar um andlogo de menor pureza, 0 myverol. Essa
mistura lipidica foi doada pela Kerry® Bio-Science Inc., e contém monoleina em
maioria da sua composicao.

Temperature (°C)

Composition (% wt/wt water)

Figura 7: Diagrama de fase da monoleina em solugdo aquosa a diferentes temperaturas. Fonte: Adaptada de
(CAFFREY, 2009).

1.3.3 Myverol (MYYV)

O myverol (MYV) é um produto comercialmente disponivel e rico em
monoacilglicerois. E produzido pela reagdo do glicerol com 6leos e gorduras vegetais,
seguido de uma destilagdo molecular. Varios graus de MYV estdo disponiveis
comercialmente, diferindo no perfil de acidos graxos e da derivacdo do Oleo que
compdem o processo. No presente estudo, foi utilizado Myverol 18-99K, que €é derivado
de 6leo de canola. (CLOGSTON et al., 2000)
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Os myverols tém inumeras utilizagdes em alimentos, desde emulsificagéo,
aeracdo, lubrificacdo, anti-endurecimento, anti-espumante e estabiliza¢&o de dleo, sendo
uma fonte barata de monoacilglicerois. (LARKIN et al., 2016)

MYV ¢ conhecido por ser uma mistura de lipidios (monoglicerideos) que
contém aproximadamente 80% de monoleina. (DONG et al., 2010) (HEDEGAARD et
al., 2013) (PHAM et al, 2015) (VAN ‘T HAG et al, 2017). Os outros
monoacilglicerdis no Myverol incluem as espécies saturadas, monoestearina e
monopalmitina, acompanhadas por uma pequena quantidade de monoaraquidina.
(CLOGSTON et al., 2000) A tabela 3 a seguir discrimina cada molécula encontrada na

mistura MYV junto com suas estruturas quimicas.

Tabela 3: Moléculas encontradas no myverol, suas concentragées e estruturas quimicas. Fonte: (CLOGSTON et al.,
2000)

Percentual (%) Molécula Foérmula estrutural
a
H. WW
86,6 Monooleina D/\/\ﬂ _
e monoolein (C1E:1c9)

7,0 Monoestearina H‘o/\l/\oj\/\/\/\/\/\./\/\/\

g0 monostearin (C18:0)
g
H‘o/\/\ollL\/“W\/W‘\
3,5 Monopalmitina y0 monopalmitin (C16:0)

0,9 Monoaraquidina H‘U’Y\OLWW\/\/\M
0

H monoarachidin (C20:0)

2,0 Nao Identificado --

O diagrama de fases dessa mistura de lipidios (figura 8), relatado por
CLOGSTON et al., 2000, podemos identificar um predominio de estruturas cubicas,
apresentando as fases la3d e Pn3m, assim como no diagrama de fases da monoleina,

apresentado anteriormente na figura 7.
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Figura 8: Diagrama de fase do myverol 18-99K em solu¢do aquosa a diferentes temperaturas. Fonte: (CLOGSTON
et al., 2000)

1.4 Pluronic F127®

Pluronic® F127 € um polimero tribloco linear (tabela 4), ndo-iénico, que contém
um bloco de 6xido de polipropileno (PPO) entre dois blocos de 6xido de polietileno
(PEO) e atua como estabilizador atraves da adsorcdo e incorporacdo de seus blocos
hidrofébicos na superficie das nanoparticulas lipidicas, ou ainda embebido na regido
hidrofobica. (FORNASIER et al., 2020)

O F127 é uma molécula biocompativel, atéxico e aprovado pelo FDA
(KHATTAK; BHATIA; ROBERTS, 2005) (DUMORTIER et al., 2006). Ele também é
bastante utilizado no ramo farmacéutico, na forma de hidrogéis, através de vias
parenterais ou ndo parenterais, devido a sua ampla compatibilidade com diferentes
substancias. (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2006) (DOMINGUEZ-DELGADO et al.,
2016)
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Tabela 4: Férmula estrutural e propriedades fisico-quimicas do Pluronic® F127 (massa molecular; coeficiente de
parti¢do octanol/agua — LogP; balancgo hidrofilico/lipofilico — HLB; ponto de fusio - PF).

) Massa
Formula Estrutural LogP | HLB | PF

Molecular
e Y . T T

hidrofilico hidrofébico hidrofilico

[ § 4 W -1 | r L ) |
9840- 18-
o o - 50°C
HO o " 14600 23
CH
100 65 100

As moléculas de F127 interagem com as bicamadas lipidicas de diferentes
formas, inserindo-se entre os lipidios, 0 que pode reorganizar a estrutura dessas
bicamadas (PATEL et al., 2009). O polimero também tem caracteristicas anfifilicas,
portanto, em cubossomos de PHY, acredita-se que esteja no lado externo da superficie,
uma vez que os parametros cristalograficos estruturais do sistema coloidal com ou sem
polimero ndo mudam. Por outro lado, para cubossomos de GMO, foi observada uma
interacdo do F127 no interior da bicamada lipidica, indicada por alteragdes no
parametro cristalografico e na estrutura interna das nanoparticulas. Essas interacdes sao
observadas na figura 9 (DONG et al., 2012).

PHYT GMO
Cubosome Cubosome
Low F127 coverage atl F127 Intercalated into lipid bilayers
cubosome surfaces (internalised in LC nanostructure)
>. .
K
- |
Compete and displace
FA127 trom surtace for
U direct adsorplion
P U

= >
I 2

Hydrophobic Surface

Figura 9: Interagao do polimero estabilizador F127 com os cubossomos de PHY e GMO, mostrando que para PHY
o polimero permanece adsorvido na superficie da nanoparticula e para GMO o polimero interage com a
bicamada lipidica dentro da nanoestrutura. Fonte: (DONG et al., 2012).
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1.5 Cinarizina

A cinarizina (CNZ, tabela 5) foi sintetizada pela primeira vez pela Janssen
Pharmaceutica em 1955. Este farmaco é um derivado da piperazina, com acgéo anti-
histaminica, antisserotonérgica, antidopaminérgica, que apresenta baixa solubilidade em
solucdo aquosa (cerca de ~20 x10° g/l ou cerca de 54 pM). (SWEETMAN, 2002)
Atualmente é utilizada para o tratamento de nduseas, vomitos e vertigens causadas pela
doenca de Méniére e outros disturbios vestibulares. (BRITTAIN, 2015)

Tabela 5: Férmula estrutural e propriedades fisico-quimicas da Cinarizina (massa molecular; coeficiente de
parti¢do octanol/agua — LogP; balancgo hidrofilico/lipofilico — HLB; ponto de fusio - PF).

F6 la Estrutural Massa
ormula Estrutura
Molecular LogP | HLB PF

N 368,51 5,77 - 1120°C

A CNZ pertence a familia dos anti-histaminicos, antagonistas do célcio com
acdo cerebral, que inibe as contragdes das células musculares lisas dos vasos
sanguineos, atraves do bloqueio do transporte de ions de célcio entre as membranas
celulares. Além deste antagonismo direto ao célcio, a cinarizina diminui a atividade de
contracdo das substancias que agem nos vasos sanguineos, como a norepinefrina e a
serotonina, através do bloqueio do receptor dos canais de célcio. O bloqueio da entrada
de célcio nas células é tecido-seletivo, e resulta em propriedades antivasoconstritoras,

sem efeito na pressdo sanguinea e na frequéncia cardiaca (DRUGBANK, 2005).

Além disso a CNZ pode melhorar, também, a microcirculacéo deficiente através
do aumento da deformabilidade dos glébulos vermelhos do sangue e diminuicdo da
viscosidade sanguinea. Outra acdo deste farmaco € a estimulacéo do sistema vestibular,

resultando em supressdo do nistagmo (movimentos rapidos e ndo controlados dos
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olhos), outros distarbios autondmicos e diminuicdo ou suspensdo de episodios agudos
de vertigem (DRUGBANK, 2005).

A cinarizina é administrada por via oral na forma de comprimidos ou capsulas, o
que pode resultar em biodisponibilidade muito lenta e ampla variagéo de concentragédo
plasmatica. A administracéo intravenosa da cinarizina € uma alternativa a administracao
oral que proporciona maior biodisponibilidade, efeito terapéutico mais rapido e menor
diferenca de concentracdo plasmatica. No entanto, qualquer dose injetavel pode causar
dor local, irritacdo venosa e possivel precipitacdo do farmaco apds administracao,
devido a sua baixa solubilidade aquosa, resultando em restricdo de suas aplicacdes

clinicas e baixa adesdo do paciente ao tratamento. (BASU et al., 2011)

Outros estudos também relatam a utilizacdo de nanoparticulas lipidicas
diminuindo a precipitacdo da CNZ, e melhorando sua absorcéo, inclusive pela via oral,
para a qual ja foi relatado anteriormente que os cubossomos resistem bem a alteracéo de
pH, mostrando aumentar significativamente a exposicdo a droga em comparagdo com
um sistema convencional. (ILIE et al., 2021) (MULLER; SALONEN; GLATTER,
2010) (NAZARUK; MAJKOWSKA PILIP; BILEWICZ, 2017) Ainda, existe
evidéncias na literatura de que nanoparticulas lipidicas podem aumentar a solubilidade
da CNZ em até 8 vezes, em comparacdo com o farmaco livre. (FORD et al., 2020)

Por se tratar de uma droga extremamente hidrofébica e tendo os cubossomos um
alto volume hidrofébico (> que 50%) existe a possibilidade de se utilizar essas
nanoparticulas para o carreamento da CNZ. Em outras palavras, 0os cubossomos se
tornam uma abordagem promissora para resolver os problemas de atividade

farmacoldgica relacionados a solubilidade da molécula.

Assim, nesse trabalho, estudamos a influéncia da presenca de cinarizina em
cubossomos compostos por PHY ou MYV, com o objetivo de aumentar a capacidade de
carrear este farmaco. Esta influéncia foi elucidada neste trabalho através de uma série de
analises biofisicas, como espalhamento de raios-X a baixos angulos, espalhamento de
luz dindmico, dentre outras. Além dessa encapsulacdo, nosso intuito foi tambem

elucidar a capacidade citotoxica através de testes hemolise de eritrocitos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Caracterizar cubossomos de PHY ou MYV em auséncia e presenca de CNZ. As
formulacdes foram desenvolvidas a fim de se avaliar o melhor lipidio que poderia ser

utilizado para o preparo de cubossomos.

2.2 Objetivos especificos

« Auvaliar a influéncia estrutural de diferentes lipidios na composicdo de
cubossomos (PHY e MYV);

» Testar a influéncia de diferentes solventes organicos na fase cubica cristalina
(esta etapa € importante para a posterior encapsulacdo da CNZ);

* Preparar formulagbes de cubossomos contento CNZ em diferentes
concentragoes;

« Auvaliar a estrutura cubica da formulacéo por SAXS;

» Caracterizar as formulacGes quanto a morfologia, tamanho, polidispersidade e
potencial zeta;

« Verificar a estabilidade das formulagdes;

« Auvaliar a eficécia de encapsulacdo da CNZ nos cubossomos;

« Avaliar o efeito hemolitico dos cubossomos em eritrdcitos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

e Myverol/Monoleina — Myverol 18-99k foi cedido pela Kerry® Bio-Science
Inc. (Campinas - Brasil)

e Fitantriol — (2S,3S)-3,7,11,15-tetramethylhexadecane-1,2,3-triol >99% da
Avanti Polar Lipids Inc.

e Cinarizina — 1- (Difenilmetil)-4-(3-fenil-2-propenil) piperazina -

SigmaAldrich®.

Pluronic® F-127 - Sigma-Aldrich®.

Acido fosfottingstico (H3[P(W3010)4]) - Sigma-Aldrich®.

Alcool etilico 99.5% - Dinamica Quimica Contemporanea Ltda.

Alcool metilico 99.8% - CAQ — Casa da Quimica Ind. e Comp. Ltda.

Acetona 99,5% - CAQ — Casa da Quimica Ind. e Comp. Ltda.

Cloroférmio 99,8% - LABSYNTH Produtos para laboratério Ltda.

Octano (CsHis) — LABSYNTH Produtos para laboratério Ltda.

Agua ultrapura Milli-Q® - Merck Millipore - Integral Water Purification

System for Ultrapure Water

e Acetonitrila HPLC LICHROSOLYV - Merck Millipore

3.2 Equipamentos

Balanca de Precisdo - modelo BEL Engineering M124A

Banho Térmico - Novatécnica Equipamentos para Laboratorio - NL1225
Roto-evaporador - modelo Fisatom 804 70-130W 60Hz

Agitador Magnético - LGI Scientific - 0-2500rpm 500W

Pipetas - LabmatePro - HTL Lab Solutions

Malvern ZetaSizer Nano-ZS90

pHmetro - Bel engineering modelo W3B

Prominence HPLC — Shimadzu

Centrifuga GS-15R — BECKMAN

Picodrop™ Espectrofotometro de microlitro — Avantor™

3.3 Preparo de amostra

As amostras de cubossomos foram preparadas seguindo o protocolo Bottom up
(BU) descrito na literatura (AKHLAGHI et al., 2016) e aprimorado pelo nosso grupo de

pesquisa, devido a alta variabilidade do tamanho de particula obtido por diferentes
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usuérios. (LOTIERZO et al., 2020) (MALHEIROS et al., 2020) Este metodo €
essencialmente baseado na dispersdo de lipidio (que inicialmente esta solubilizado em
etanol) em excesso de &gua, na presenca de F127 como estabilizador. No entanto, esta
metodologia depende do uso de uma molécula de hidrétropo, como o etanol (LYNCH;
SPICER, 2004), para solubilizar o lipidio, evitando assim o uso de alta energia
mecanica externa para quebrar particulas grandes (conhecidas como fase bulk) em uma
dispersdo de particulas menores. Os protocolos estdo descritos a seguir. Ao final do
processo, todas as amostras apresentaram aspecto visual semelhante, uma solucéo

leitosa e opaca.

3.3.1 Cubossomos de Fitantriol (PHY)

Resumidamente, duas solucdes distintas foram preparadas: (1) contendo 100 mg
de PHY solubilizado em 10 mL de etanol e (2) uma outra contendo 25 mg de F127
solubilizado em 22,5 mL de agua ultrapura (agua Milli-Q®). Entdo, ambas as solu¢des
foram termicamente equilibradas a 45°C. A solucdo (1) foi gotejada vagarosamente
sobre a solucédo (2), enquanto estava em um agitador magnético. A solucédo final mista
(33 mL) foi mantida sob agitacdo por 10 minutos a 45°C, e posteriormente, levada a um
rotoevaporador até o atingir o volume final de aproximadamente 5 mL. As amostras
foram armazenadas em frascos de vidro a temperatura ambiente. As concentragdes
finais foram ~75 mM PHY e ~0,4 mM F127.

Para a encapsulacdo da CNZ nos cubossomos, foram testados dois métodos de
preparacdo, co-solubilizacdo e adicdo: 1) no método de co-solubilizacdo, o farmaco foi
primeiramente solubilizado em um solvente orgéanico (acetona ou cloroférmio) e
adicionado ao béquer contendo o PHY, utilizado no preparo da amostra. Apds este
processo, 0 preparo da amostra seguiu conforme descrito acima; 2) o método de adigéo
a CNZ foi adicionada em p6 ao frasco de vidro contendo a amostra de cubossomos

pronta.

Devido as dificuldades iniciais de se incorporar a CNZ aos cubossomos, por
conta da sua alta hidofobicidade, um segundo estudo surgiu dentro do projeto, a fim de
estudar as interferéncias dos solventes organicos, que estavam sendo utilizados, na
estrutura das nanoparticulas (LOTIERZO et al., 2020). Os solventes utilizados foram

escolhidos devido a sua versatilidade e ampla utilizacao.
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Desta forma, alguns solventes organicos (acetona, cloroférmio, octano e etanol)
foram adicionados apds os cubossomos serem preparados, usando diferentes propor¢oes
volumeétricas (v/v), conforme a tabela 6, na qual, também calculamos a proporcao
molecular para cada uma das propor¢des. As quantidades de solvente eram adicionadas
a solucdo de cubossomos com o auxilio de uma pipeta volumétrica e agitada no vortex

até atingir uma emulséo estavel, antes de medidas.

Tabela 6: Identificagdo da amostra incluindo o solvente organico e proporgao utilizada em valores tedricos. A
proporgdo volumétrica é a quantidade de solvente em relagdo a solu¢do de cubossomos. A concentragao
(solvente %, v/v) é a quantidade de solvente com respeito a solugdo final de cubossomos. O nimero de
moléculas é a propor¢do molar de moléculas de solvente em relagdo as moléculas de fitantriol (PHY).

Numero de moléculas de solvente organico em
Razio Concentracio relacdo ao fitantriol (relacéo solvente: PHY,
Volumétrica 0 ¢ mol/mol)
(VIV) (Vv %)
Acetona Cloroférmio Etanol Octano
1:1 50,0% 44,664 - 56,516 -
1:2 33,3% 22,332 - 28,258 10,155
1.5 16,6% 8,933 - 11,303 4,062
1.7 12,5% 6,381 - 0,8074 -
1:10 9,1% 4,466 0,4132 0,5652 0,2031
1:25 3,8% - - 0,2261 0,0812
1:35 2,9% - - - 0,0580
1:50 2,0% 0,893 0,0826 0,1130 0,0406
1:100 1,0% 0,447 0,0413 0,0565 0,0185
1:250 0,4% - 0,0165 - 0,0081
1:350 0,3% - 0,0118 - 0,0058
1:500 0,2% - 0,0083 - 0,0041
1:1000 0,1% - 0,0041 - 0,0020
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As amostras foram analisadas por SAXS em duas condi¢cbes diferentes:
primeiro, imediatamente ap0s a mistura do solvente com a solucdo coloidal de
cubossomos, e algumas concentracdes foram analisadas uma segunda vez apds 24h,
apos evaporacdo em temperatura ambiente, para verificar a interferéncia do solvente ao

longo do tempo.

3.3.2 Myverol (MYV)

Para as amostras de myverol (MYV), uma mistura de lipidios que contém pelo
menos 80% de monoleina em sua composicdo, conforme descrito anteriormente (tabela
3), foi necessério realizar a padronizacdo do protocolo BU, testando 4 diferentes
condicdes, alterando os solventes utilizados para 0 MYV e o F127, similares as

metodologias encontradas na literatura.

Condicéo 1: 156 mg de MYV solubilizadas em 100 pL de cloroférmio e 25 mg
de F127 solubilizadas em 125 mL de agua Milli-Q®

Condicéo 2: 156 mg de MYV solubilizadas em 100 pL de cloroférmio e 100 pL
de propilenoglicol; e 25 mg de F127 solubilizadas em 125 mL de agua Milli-Q®

Condicdo 3: 156 mg de MYV solubilizadas em 5mL de acetona e 25 mg de F127
solubilizadas em 50 mL de agua Milli-Q®

Condicdo 4: 156 mg de MYV solubilizadas em 5 mL de etanol e 25 mg de F127
solubilizadas em 40 mL de 4gua Milli-Q®

Finalmente, o protocolo foi padronizado, considerando a condicdo 4 como a

melhor entre todas, a metodologia completa é descrita da seguinte forma:

A producdo de cubossomos comega com duas solugdes distintas preparadas: (1)
contendo 156 mg de MYV (aproximadamente 100 mg de GMO) solubilizado em 5 mL
de etanol e (2) contendo 25 mg de F127 solubilizado em 40 mL de &gua ultrapura (dgua
Milli-Q®). Entdo, ambas as solugdes foram termicamente equilibradas a 45°C. A
solucéo (1) foi gotejada vagarosamente sobre a solugéo (2), enquanto esta estava em um
agitador magnético. A solucdo final mista (45 mL) foi mantida sob agitacdo por 10

minutos a 45°C, e posteriormente, levada a um rotoevaporador até o atingir o volume
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final de aproximadamente 5 mL. As amostras foram armazenadas em frascos de vidro a

temperatura ambiente.

Desta forma, as amostras incorporadas com CNZ foram produzidas por co-
solubilizacdo, onde o farmaco foi solubilizado em etanol junto com 0 MYV no inicio do

protocolo. Apos este processo, 0 preparo da amostra segue conforme descrito acima.

3.4 Espalhamento de Raios-X em Baixos Angulos (SAXS, Small-angle X-ray
scattering)

O espalhamento de raios-X em baixos angulos é uma técnica importante para
identificar sistemas cristalograficos e suas estruturas. Neste trabalho, iremos focar na
capacidade de se utilizar a técnica de espalhamento no estudo de nanoestruturas

periddicas, como os cristais liquidos.

A técnica de SAXS é capaz de gerar padrGes de difracdo que podem ser usados
para determinar o grupo espacial e o parametro de rede do cristal liquido de qualquer
sistema que possua uma estrutura periédica, em qualquer direcdo. Outra caracteristica
importante desta técnica € a capacidade de realizar medicdes de sistemas em solucao,
simulando as condi¢des ambientais naturais em que as dispersdes de cristal liquido
seriam utilizadas. Variagdes de pardmetros ambientais importantes, como temperatura,
pH e forca idnica podem adicionar novas informaces sobre o comportamento do
sistema. (RADAIC et al., 2016)

Com o objetivo de analisar padrbes de espalhamento de amostras, revelando
caracteristicas estruturais e interacdes entre nanoparticulas ou proteinas (KHATUN et
al., 2016) (PILLON; GUARNE, 2017), a técnica de SAXS oferece como vantagem uma
visdo geral estatistica das caracteristicas da amostra, quando comparado, por exemplo,
com técnicas de analise de particula Unica. (PILZ; GLATTER; KRATKY, 1979)

A técnica de SAXS é baseada em fendmenos fisicos, onde os raios-X interagem
com a amostra para formar padrdes de interferéncia e difracdo no detector. Este recurso
é realizado medindo as flutuacfes na densidade do elétron em um material na faixa de
tamanho de 1 a 100 nm. (LYNCH; SPICER, 2004) Os padrdes de ondas sdo analisados

posteriormente por um detector, sendo completamente dependentes da organizagdo das
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moléculas dentro da amostra. Para medir os dados SAXS, os detectores ficam em uma
faixa de até 5° relacionados com o feixe priméario. A figura 10 mostra uma

representacdo esquematica do aparelho.

Detector
7 b
Monocromador 4 / -
Fonte de RX N / 2! 2
onte de : .
SIIIIIIIITIIIIIIIIIII I
Feixe de RX Sistema de l
policromatico Colimagio Portaamostra
Caminho de Vacuo
N . — e’
-~

Beam stopper
Sistema em baixa pressdo

Figura 2: Esquema de configuragdo tipica de um sistema de SAXS. Uma fonte de raios-X produz o feixe primario e
monocromador seleciona o comprimento de onda utilizado. O sistema de colimagao define o volume do feixe.
Um suporte de amostra esta localizado no caminho do feixe, entdo, quando os raios X passam, eles sdo
espalhados pela amostra em todas as diregées. O detector, localizado a distancia da amostra, Ié os fotons de
entrada em um angulo maximo de 20. Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Esquema-da-linha-
de-SAXS-do-Laboratorio-Nacional-de-Luz-Sincrotron-LNLS_fig6_323902876

A periodicidade do sistema, dada pela organizacdo da amostra, esta relacionada
a planos cristalogréficos, conhecidos como planos de Bragg. (TYLER; LAW,
SEDDON, 2015) Cada estrutura apresenta um padrdo de disposi¢do entre os planos
cristalogréficos. A distancia entre os planos pode ser relacionada a cada familia de
planos cristalograficos e a distancia de repeticdo das células unitarias na rede cristalina,
o chamado parametro de rede «a, pela equacdo (1) e (2), onde h, k e | sdo os indices de

Miller que especificam o plano da rede onde ocorreu o espalhamento.

Aeupy = —=—\[(hRZ + k? + 12} (1)

qhkl

2 2m

—_ 2 2
mhko\/{h +kz2+hk} (2

Ohex =

Para cada pico observado na curva SAXS, pode-se indexar uma familia de
planos de difracdo, para uma amostra com arranjo periodico. De acordo com as posi¢des
dos picos, pode-se encontrar a simetria cristalografica do sistema. No caso de estruturas

cristalinas cubicas, a base de monooleina e fitantriol, podemos encontrar em seus
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diagramas de fase as seguintes simetrias cristalograficas: Pn3m e la3d (QIU;
CAFFREY, 2000) (BARAUSKAS; LANDH, 2003) (MARIANI, LUZZATI,
DELACROIX, 1988). Porém, na presenca de um polimero estabilizante, encontramos
uma nova fase cristalina para cubossomos de GMO, chamada Im3m, que surge da
transicdo da 1a3d. (FRASER et al., 2013) (CHONG et al., 2012) (DONG et al., 2012).

A figura 11 apresenta um exemplo de grafico de SAXS, tipico para uma
estrutura cubica, retratando varios picos, cada um com indices de Miller. A
interpretacdo desses nimeros pode levar a identificagdo do grupo espacial relacionado a

estrutura cristalina da amostra.
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Figura 3: Dados de SAXS para a fase volumétrica ctibica PHY a 25 ° C mostrando simetria Pn3m. Adaptado de:
(BARAUSKAS; LANDH, 2003)

Para a andlise e determinacdo do grupo de simetria em cada amostra, todos 0s

picos que aparecem nos dados SAXS sdo avaliados, e calculamos as razbes entre 0s

& /hiz + kZ+ 12
— = 3)

picos de difracéo.

91 Jh%+ k412

A tabela 7 apresenta as possiveis simetrias espaciais presentes nos diagramas de
fase dos lipidios (PHY, figura 3; GMO, figura 4; MYV, figura 5) e seus respectivos
planos de reflexdo. Assim, conseguimos relacionar as curvas de SAXS, através da razdo
entre picos, com valores definidos em literatura (GARTI, 2012). Desta forma, apenas

com a diferenciacdo do primeiro e segundo picos, ja é possivel distinguir as simetrias
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das nanoparticulas presentes na amostra. Portanto, as razdes entre 0s outros picos sdo
apenas para confirmar a estrutura cristalografica do sistema e calcular o pardmetro de

rede.

Tabela 7: Simetrias espaciais cristalinas possiveis para cubossomos

Simetria espacial
Reflexdo | Pn3m | Im3m | la3d | Hexagonal
100 - - - 1
110 V2 V2 - -
111 V3 - - V3
200 | vz | va | | ~a
210 - - - NG
2 1 V6 | VB | V6| -
20 | v8 | VB | VB | -
221 NG - - -
310 1 V1o | vio | - -
311 Vil - - -
22 |y |Viz | - | V2

Os experimentos de SAXS foram realizados no laboratério nacional de luz
sincrotron, LNLS, em Campinas, Sdo Paulo/Brasil, na linha de luz SAXS-1. Utilizando
um suporte de mica, cerca de 300 puL de cada amostra foi medido por ~100 s. O detector
era um Pilatus 300 k, distante por aproximadamente ~1000 mm da amostra. As analises
foram realizadas em temperatura ambiente. Para analisar os padrdes SAXS, uma
plataforma baseada na web denominado SCryPTA foi empregada (CASTRO et al.,
2019). SCryPTA (SmallAngle Scattering Crystallographic Peak Treatment and
Analysis) é capaz de ler as curvas de SAXS, desta forma o usuario pode escolher, entre
as simetrias disponiveis no software, a mais proxima a estrutura presente na sua curva e
analisar o padrédo de difracdo. O software entdo encontra os picos no espalhamento da
curva anexada pelo usuario e calcula os parametros estruturais em relacdo a simetria

cristalina escolhida anteriormente.

32



3.5 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, Dynamic light scattering)

O espalhamento de luz dinamico (do inglés Dynamic Light Scattering, DLS) &
uma técnica amplamente aplicada na caracterizacdo de sistemas coloidais (HASSAN;
RANA; VERMA, 2015). Este método é baseado na dispersao da luz visivel através da
interacdo de um feixe monocromatico (LASER) com particulas em uma solugdo. A
técnica supde que as particulas difundem apenas por conta do movimento browniano,
como vemos na figura 12 (EISER, 2014).
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Figura 4: Esquema da técnica de DLS. Fonte:
http://www.otsukael.com/product/detail/productid/23/categorylid/2/category2id/2/category3id/32

Quando este feixe de luz incide sobre as particulas é possivel detectar as
flutuagdes na intensidade de luz dispersa devido ao movimento browniano. Essas
flutuagdes que dependem fortemente da difusdo translacional das moléculas no meio,
sendo que seu coeficiente de difusdo depende do seu tamanho. Particulas pequenas tém
maior coeficiente de difusdo, enquanto particulas maiores tém valores menores de
coeficiente de difusdo. (ZHOU; SU; CAl, 2017).

Desta forma, obtemos o coeficiente de difusdo das particulas analisadas pela
analise das flutuacdes da intensidade da luz espalhada. O software interpreta o sinal de
entrada como uma funcéo de correlacdo, que relaciona o coeficiente de difuséo a um

didmetro hidrodindmico, supondo algumas aproximagfes, como a esfericidade das
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particulas. Fatores como temperatura e viscosidade da amostra também interferem na
medida, mostrando que a técnica depende das condi¢Bes experimentais e da amostra
(CHIARI et al., 2017).

Na figura 13, verificamos um esquema entre a intensidade detectada pelo
equipamento, a correlacdo calculada pelo software, e o tamanho das nanoparticulas.
Observa-se que para particulas maiores a funcdo de correlacéo € deslocada para tempos
de correlagcdo mais elevados, enquanto para particulas menores a funcdo correlagcdo

exibe uma queda rapida para tempos de correlacdo intermediarios.
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Figura 5: Fungdes de correlagao e relagao com populagdes de tamanho de particula a partir de um experimento
de DLS. Fonte:
http://www.otsukael.com/product/detail/productid/23/categorylid/2/category2id/2/category3id/32

Através da técnica de DLS também obtemos uma estimativa da polidispersdo de
tamanho das nanoparticulas presentes na amostra. O indice de polidispersividade (PDI)
fornece informacdes sobre a distribuicdo geral do tamanho da amostra. Portanto, se a
amostra tiver particulas apenas de tamanhos semelhantes (PDI < 0,2) ela é considerada
monodispersa, ou se a amostra tiver populacbes de particulas de diferentes tamanhos
(PDI > 0,4) ela sera considerada polidispersa. (KHATUN et al., 2016)

Uma grande desvantagem do DLS é que este experimento ndo € adequado para
amostras com alto indice de polidispersédo (PDI > 0,5) e para particulas que possuem
formas variadas, como cubossomos. Ainda assim, o DLS oferece uma visdo geral
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estatistica da amostra, e por isso, utilizando as devidas aproximacdes, € amplamente
utilizado como caracterizagdo técnica para dispersdo de cubossomos (KUMAR;
BAPPADITYA; MUHAMMAD, 2017). Outra desvantagem € que amostras opacas,
precisam ser diluidas previamente, a fim de evitar o espalhamento maultiplo, dentro da

cubeta, durante a realizacdo dos experimentos.

Para este trabalho, as amostras foram diluidas na proporcéo 1:20 para garantir
que ndo houvesse espalhamento multiplo dentro da cubeta durante o experimento, essa
proporcdo foi otimizada através de uma curva de diluicdo onde pudemos verificar o

valor de diluicdo onde encontrdvamos a maior contagem de particulas.

As medidas de DLS foram realizadas utilizando o equipamento ZetaSizer ZS90
(Marvern Instruments Ltda., UK) com o detector posicionado a 90° e um laser He-Ne (A
= 632,8 nm) como fonte de luz, em temperatura ambiente. As medidas foram realizadas,

no laboratério de pesquisa de biofisica do IFUSP.

3.6 Potencial Zeta (C)

O potencial Zeta ({) ¢ definido como o potencial elétrico no plano de
cisalhamento de uma particula movendo-se em uma solucdo sob a influéncia de um
campo elétrico externo, ou seja, é o potencial elétrico ao final da camada ibnica que
rodeia a particula em estudo, logo apds a camada de Stern (figura 14). (KASZUBA et
al., 2010).

A camada de Stern € definida por ions proximos a particula que formam uma
superficie fixa carregada. Quando uma particula carregada se move em uma solucéo,
contra-ions formam uma superficie carregada chamada camada difusa (figura 14).
Portanto, o potencial Zeta é medido no plano deslizante, localizado em algum lugar
entre a camada Stern e a camada difusa. (REMINGTON, 2006)

De um ponto de vista mais pragmatico, o potencial zeta depende ndo somente da
superficie da particula, mas também do meio dispersante aléem de suas propriedades
fisico-quimicas, como pH, forca ibnica e temperatura. JA& do ponto de vista

experimental, este valor € calculado através da medida da mobilidade eletroforética, que
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é definida como a razdo entre a velocidade de uma particula e o campo elétrico externo
aplicado a ela. (MISHRA et al., 2009)
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Figura 6: Representacdo grafica das camadas ionicas e do potencial elétrico relacionado a cada regido em torno
da particula. Fonte: https://nanocomposix.com/pages/nanoparticle-characterization-techniques#target

O potencial zeta é frequentemente considerado uma medida de estabilidade de
sistemas coloidais, pois em muitos casos este sistema depende em grande parte das
repulsdes eletroestaticas existentes entre as particulas. Um sistema coloidal é
considerado estavel, ou seja, livre de agregacdo, se 0 modulo do potencial zeta for maior
que 30mV. (MISHRA et al., 2009) No entanto, devemos avaliar cada sistema

individualmente.

Cubossomos sdo nanoparticulas que utilizam polimeros auto associados para
manter sua estabilidade estérica em solucdo coloidal, portanto, o potencial Zeta ndo é
responsavel pela estabilidade das particulas em solucdo. Ainda assim, esta medida pode
nos revelar outras caracteristicas sobre a nanoparticula, visando verificar possiveis

mudancas devido a encapsulacdo da CNZ.

As medidas de potencial Zeta foram realizadas no equipamento ZetaSizer ZS90
(Marvern Instruments Ltda., UK), diluindo a amostra 200 vezes (volume/volume) em
H.O MilliQ para garantir um meio eletrolitico mais propicio para a medida. As analises
foram feitas a 25 °C, em cubetas de poliestireno, no laboratério de pesquisa de biofisica
do IFUSP.
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3.7 Anadlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA, Nanoparticle Tracking
Analysis)

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) é uma técnica complementar
para tamanho de nanoparticulas, com limite de deteccdo de 30 a 1000 nm, e com a
menor deteccdo limite sendo dependente do indice de refracdo das nanoparticulas.
(FILIPE et al., 2010) (VARENNE et al., 2016)

Esta técnica inovadora combina microscopia de espalhamento de luz a laser com
uma camera de dispositivo de carga acoplada (CCD), que permite a visualizacdo e
registro de nanoparticulas em solucdo. O software NTA é entdo capaz de identificar e
rastrear nanoparticulas individuais movendo-se sob 0 movimento browniano e relaciona

0 movimento a um tamanho de particula. (FILIPE et al., 2010)

Como vemos na figura 15, o feixe refrata em um angulo baixo ao entrar na
amostra, resultando em um feixe fino de laser que ilumina as particulas através da
amostra. As particulas iluminadas pela luz laser sdo visualizadas por meio de um
microscopio éptico convencional, equipado com uma camera de video, que coleta a luz
espalhada por todas as particulas no campo de visdo. Um video com duracéo tipica de
60 segundos é feito, com uma média de 30 quadros por segundo, € 0 movimento das
particulas é analisado pelo software do equipamento. Este software é otimizado para
identificar e rastrear cada particula do video e seu movimento. A velocidade do
movimento das particulas é usada para calcular o tamanho das mesmas. (DRAGOVIC
etal., 2011) JARZEBSKI et al., 2017)
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Figura 7: Esquema do aparato experimental de um equipamento de NTA. Fonte: (HOLE et al., 2013)
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As medidas de NTA foram realizadas no equipamento nanoSight NS300
(Malvern Instruments) equipado com um laser verde (532 nm) e uma camara de amostra
(bombeamento manual). As amostras foram diluidas 5000x e medidas em triplicata a
temperatura  ambiente  (25°C) no Laboratério de Biomembranas da
UNICAMP/Campinas.

A média e o desvio padrdo dessas medicdes foram usadas para estimar o
tamanho médio e a concentracdo total de particulas das amostras. Posteriormente, 0s
dados foram comparados com os valores obtidos por DLS, a fim de levantar as

vantagens e desvantagens de cada técnica para o sistema estudado.

3.8 Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM, transmission electron
microscopy) e Crio Microscopia Eletronica de Transmisséao (Crio-TEM)

A microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) é uma técnica que usa um feixe
de elétrons para estudar uma certa amostra. Os elétrons do feixe sdo acelerados a 120
keV ou 200 keV e interagem com os elétrons da amostra por espalhamento elastico ou
inelastico. (FRANKEN; BOEKEMA; STUART, 2017) Os elétrons do feixe podem ser
espalhados ou absorvidos na amostra e a deteccdo dos elétrons transmitidos é
geralmente feito por um dispositivo CCD ou CMOS, no qual a intensidade dos fétons é
detectada em cada pixel. (TAHERI et al., 2016). Devido ao comprimento de onda dos
elétrons, é possivel verificar a estrutura das nanoparticulas. (DUDKIEWICZ et al.,
2011)

Diferentemente das técnicas apresentadas anteriormente, TEM é uma técnica
que avalia as particulas individualmente, dando informacgdes sobre as particulas em um
campo de visdo especifico e uma posicao estatica. (CHIARI- et al., 2017) Portanto, para
gue este experimento tenha um carater estatistico sobre a amostra, € necessario registrar
varias imagens em diferentes condicbes e em diferentes regibes do grid.
(NAGAYAMA, 2011)

No caso dos cubossomos é possivel utilizar TEM e Crio-TEM para verificar sua
estrutura morfoldgica interna, o tamanho das nanoparticulas, e investigar possiveis
agregados na dispersdo coloidal. (DANINO, 2012)
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O diferencial das amostras analisadas por Crio-TEM é que séo preparadas de tal
forma que o gelo amorfo é formado no grid, este recurso permite que as amostras
estejam em seu ambiente aquoso natural sem ter as distor¢cGes de vadcuo como TEM
(BURROWS; PENN, 2013).

Foram utilizados grids de cobre revestidos de formvar-carbono com malha 200
(Eletron Microscopy Sciences®), para as analises de TEM. Inicialmente os grids foram
submetidos a um procedimento de descarga luminescente de plasma negativo de 14 mA
por 20 segundos, a fim de obter uma superficie mais hidrofilica para melhor aderéncia
da amostra. Resumidamente, 5uL de a amostra foram colocados no grid por 1min e
30seg, o excesso foi seco com papel absorvente. Em seguida foram utilizados 5 pl de
acido fosfotungstico a 2% (p/v), usado como contraste negativo e 5 pl de &gua para
lavar o excesso de acido. Um intervalo de 60 segundos foi respeitado entre cada etapa.
Ao final, o grid totalmente seco foi armazenado em temperatura ambiente até a

realizacdo das medidas.

Para as medidas de Crio-TEM, foram utilizados grids Holey Lacey 300 mesh da
Ted Pella®. Os grids foram submetidos a uma descarga negativa de 25 mA por 25
segundos, antes da deposicdo da amostra. Em um Vitrobot®, 3 pl. de amostra foram
depositados no grid, dando 20s para fixacdo da amostra. Um blotting automatico foi
realizado para secar 0 excesso de amostra com uma forca negativa de -5.
Posteriormente, o grid foi rapidamente mergulhado em etano liquido envolto em um
ambiente de nitrogénio liquido. Finalmente, as grades foram transportadas em uma

caixa com nitrogénio liquido até que as medic¢des fossem realizadas.

Os experimentos de TEM foram realizados em um FEI Tecnai G2 F20 a 200 kV
com uma camera CCD Eagle 4 k HS, no Instituto de Biociéncias da USP. Ja os
experimentos de Crio-TEM foram realizados em um microscépio Talos Arctica
(Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA) a 200 kV com uma camera CMOS OneView
4kx4k no laboratério LNNano, pertencente ao conjunto de laboratérios do CNPEM, em

Campinas.

O software ImageJ® foi usado para analise de imagem de micrografias TEM e
Cryo-EM. Os tamanhos foram avaliados e as estruturas internas das nanoparticulas

podem ser avaliadas e analisadas por meio da transformacéo rapida de Fourier (FFT).
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3.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance liquid
chromatography)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma das técnicas analiticas
mais utilizadas atualmente para identificagio e quantificacdo, devido a sua
adaptabilidade e alta sensibilidade. Esta técnica pode ser utilizada para quantificar uma
infinidade de substancias, incluindo drogas encapsuladas em nanoparticulas. (TONHI et
al., 2002)

O sistema do HPLC consiste em uma fase estacionaria de menor polaridade e
uma fase movel de maior polaridade, enquanto a fase normal tem as polaridades
invertidas, ou seja, fase reversa. Esta técnica apresenta diversas vantagens, podendo
utilizar como fases moveis solventes menos toxicos e de menor custo, como metanol,
acetonitrila e agua; as fases estacionarias sdo estaveis e de caracteristicas distintas, que
variam de acordo com a coluna adquirida comercialmente e com a necessidade da
aplicacdo. Esta técnica ainda apresenta maior rapidez em andlises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo. (LAMIE, MONIR, 2016)

Para que pudéssemos determinar a porcentagem de encapsulacdo fez-se
necessario utilizar uma técnica que possibilitasse a quantificacdo da CNZ em pequenos
volumes e de forma exata. Neste sentido, foi utilizada a técnica de HPLC para

quantificacdo da CNZ em cubossomos.

A CNZ foi quantificada por HPLC em um equipamento Prominence HPLC
(Shimadzu®) através da metodologia analitica baseada em Lamie e Monir (2016),
visando a obtencdo de um pico simétrico e dentro dos padrbes exigidos pela
Farmacopeia Americana (USP, 2009). A Tabela 8 mostra as condi¢cbes empregadas no

desenvolvimento da metodologia para determinacédo do teor de CNZ nas formulagdes.
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Tabela 8: CondigGes cromatograficas para quantificagdo de CNZ nas formulagoes, segundo a metodologia Lamie e
Monir (2016).

Amostra As amostras de cubossomos com CNZ
foram previamente centrifugadas em filtro
Amicon® Ultra-4 10K por 5 min, a 5000
rpm, para separar a CNZ ndo encapsulada.
Apods a centrifugacdo, 20ul de amostra da
parte superior do filtro foi coletada e
acrescentada a um tubo vial contendo
500uL de metanol.

Fase movel Mistura de metanol, acetonitrila e agua
ultrapura na proporgdo 70:20:10 (v/v). A
fase movel foi preparada conforme a
proporgdo referida e posteriormente
filtrada usando membrana de 0,45 pm
(Millex®) e sonicada em banho antes de
sua utilizacao.

Volume de injecao 40 puL

Fluxo 1,2 mL/min

Temperatura Ambiente (25°C)

Detector UV-Vis em 254 nm

Coluna Luna® 5um, C18 fase reversa, 100 A, LC

Column 150 x 4mm

Uma curva analitica foi previamente construida tomando-se concentragdes
crescentes de CNZ entre 10 e 60,0 pg/mL em metanol. O experimento foi realizado no
Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, no laboratério da Profa. Juliana
Ract da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

A eficiéncia de encapsulacio (%EE) foi determinada utilizando-se o método de
centrifugacdo em filtros Amicon® Ultra-4 10K (MerckMillipore®). Nesta técnica, a
formulacdo foi transferida para um tubo com filtro e centrifugada durante 5 minutos
(5000 rpm, Centrifuga GS-15R - BECKMAN). Desse modo, separou-se a fracdo de
CNZ encapsulada nos cubossomos da CNZ livre em solucdo. A CNZ foi quantificada,
por HPLC, através do sobrenadante de Cub-CNZ diluido em metanol. Este solvente é
capaz de solubilizar lipidios, desestabilizando o sistema e liberando a CNZ. Portanto,
seguindo a equacdo 4 foi possivel calcular a eficiéncia de encapsulacdo, expressa em
porcentagem (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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area total do pico — area do pico [CNZ ndo encapsulada]

%EE = x 100 (4)

area total do pico

3.10 Hemoélise em meio isosmdtico

A hemodlise é definida como o rompimento da membrana da hemécia, causando
0 extravasamento do seu contetdo interno como hemoglobina e outros componentes.
Ela pode ser originada in vivo e/ou in vitro. Enquanto a hemdlise in vivo sugere uma
condicdo clinico patoldgica, que pode ser gerada pela utilizacdo de alguns farmacos, a
in vitro pode ser simulada para verificar possiveis efeitos colaterais de drogas e sistemas
nanoencapsulados. (OMS, 1998)

Desenvolvido por WOLFGANG et al., (1987) o ensaio de hemdlise avaliava
somente o fendmeno ocasionado pela substancia teste. Em 1990, os autores
padronizaram a metodologia a fim de estimar o potencial de irritacdo de tensoativos e
outras substancias, avaliando ndo s6 o dano causado na membrana dos eritrocitos
(hemolise), mas podendo verificar também os danos causados nas proteinas celulares
liberadas. (WOLFGANG, PFANNENBECKER, HOPPE, 1990)

A fim de verificar a atividade hemolitica do nosso sistema, e avaliar a possivel
viabilidade de uso interno, foi realizado um teste de hemolise em meio isosmotico. Os
eritrocitos foram suspensos em PBS (pH 7,4) e centrifugados por 3 min a 2400 rpm por
3 vezes. A suspensdo de eritrocitos em tampdo foi incubada com diferentes
concentracdes de cubossomos puros e cubossomos com CNZ durante 30 minutos a
37°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 3 min a 3500 rpm e 0
teor de hemoglobina liberada foi determinado por espectrofotometria a 412 nm. Todas
as medidas foram realizadas em triplicata, no laboratorio de biossistemas do Instituto de
Fisica da USP.

Os seguintes controles foram utilizados: negativo (controle da hemdlise
mecanica = eritrocitos em PBS mM, pH 7,4); e positivo (eritrocitos em agua MilliQ,
resultando em 100% de hemolise). A porcentagem de hemdlise (%H) foi obtida a partir
da equacéo 5:

%H = el x100 (5)

cp —Acn
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Onde Aa, Acn e Acp séo as absorbancias das amostras e dos controles negativo e
positivo respectivamente, em 412 nm. (PRETE et al., 2011) A partir da %H obtém-se

uma curva hemolitica para cada hematdcrito testado.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Cubossomos de PHY na presenca de solventes

4.1.1 Influéncia imediata

Avaliamos a influéncia de quatro diferentes solventes, comumente usados para
solubilizar moléculas hidrofébicas (acetona, cloroférmio, etanol e octano) na estrutura
interna dos cubossomos de PHY. As curvas de SAXS de cubossomos de PHY em
auséncia de solventes organicos, estdo apresentadas na figura 16 e como podemos
observar, elas apresentam varios picos agudos e bem definidos. Fazendo uso do
software SCryPTA (CASTRO et al., 2019), fomos capazes de identificar que
cubossomos a base de PHY tem uma simetria cristalogréfica ctbica do tipo Pn3m e
parametro de célula unitaria de 6,81 + 0,05 nm. Este resultado estd de acordo com o0s

dados relatados para a mesma nanoparticula na literatura. (HARTNETT et al., 2014)

A figura 16 mostra as curvas SAXS de cubossomos PHY na presenca de
concentracdes crescentes de diferentes solventes organicos: acetona (figura 16a),

cloroférmio (figura 16b), etanol (figura 16c) e octano (figura 16d).

De acordo com a figura 16a, a presenca de acetona em até 16,6% (1:5 em v/v
conforme a tabela 6) ndo altera a estrutura ctbica interna de cubossomos de PHY, que
se mantém Pn3m. A figura 17a mostra os valores do parametro de célula unitaria para as
amostras com acetona que tém picos de difracdo visiveis nas curvas SAXS. O
parametro de célula unitéria (figura 17a) nessas concentracdes se mantém relativos aos
valores na auséncia do solvente, em torno de 6,85 + 0,04 nm. A adicdo de maiores
volumes de acetona leva ao desaparecimento dos picos de estrutura cubica
caracteristicos, levando a uma curva de espalhamento com perfil semelhante ao de
micelas isotropicas em solugédo a 33,3% (ou 1: 2 em v/v). Outras transi¢es de fase ndo

foram observadas nessas concentracdes para este solvente especifico.

A figura 16b mostra perfis de SAXS para os cubossomos na presenca de
concentragdes crescentes de cloroférmio, onde os picos de espalhamento indicam uma
fase cubica Pn3m em concentrac@es de até 0,2% (ou 1:500 em v/v). Nas concentracdes

entre 0,3 e 1,0%, a presenga do cloroférmio induz uma transicdo de fase cubica para
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hexagonal. Em 2%, a auséncia dos picos caracteristicos revela a transicdo para uma fase
micelar, que é caracterizada por um pico largo. Finalmente, para concentra¢cGes acima
desse 9,1%, ndo existem nanoparticulas com uma estrutura interna organizada
detectavel por SAXS, uma vez que ndo observamos picos de difracdo nas curvas de
espalhamento. Curiosamente, o cloroformio revelou um forte efeito sobre os
cubossomos, indicando que mesmo em pequenas concentragdes pode induzir

importantes mudancas estruturais.

Os valores de parametro de rede para amostras com cloroférmio (figura 17b)
apresentaram duas transi¢fes principais. A primeira em concentragdes menores que ~
0,25%, onde € possivel ver uma diminuicdo significativa no parametro de célula unitaria
e em seguida uma mudanga estrutural na simetria interna das nanoparticulas, de Pn3m
para a estrutura hexagonal inversa. Os valores obtidos para o pardametro de rede para a
estrutura hexagonal foram de 4,75 = 0,02 nm, 4,66 £ 0,01 nm, e 3,90 = 0,02 nm para
0,3%, 0,4% e 10% de cloroférmio, respectivamente. Esses valores sdo
consideravelmente menores quando comparados a estrutura cubica Pn3m (~ 6,85 nm),
mas semelhantes a valores relatados para fases hexagonais na literatura. (DONG et al.,
2008)
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Figura 8: Curvas SAXS de cubossomos na auséncia (linhas pretas) e presenga de concentragdes crescentes de
solvente organico. Os sistemas estudados foram acetona (a), cloroférmio (b), etanol (c) e octano (d).
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Figura 9: Valores dos parametros da célula unitaria calculados usando SCryPTA. Dentro de cada quadrado, pode-
se encontrar a fase estrutural observada para cada sistema. As barras representam os desvios padrao que
também foram calculados usando SCryPTA. As fases micelares sdo isotrdpicas e ndo tém picos de difragdo.

Foi demonstrado que a presenca de cloroférmio pode induzir alteragdes
interessantes na estrutura interna dos cubossomos. Ao investigar sua acdo em
membranas, podemos inferir o efeito do cloroférmio na estrutura cubica. De acordo com
resultados da literatura, sobre a interferéncia de cloroformio em biomembranas
compostas por DPPC na presenca de colesterol, o solvente induz uma menor interagdo
molecular entre colesterol-DPPC de cerca de ~30 cal/mol em concentracdes de ~2%.
(TURKYILMAZ, ALMEIDA, REGEN, 2011) Assim, essa menor interacdo molecular
induzida pelo cloroférmio entre os fosfolipidios nas membranas modelo pode ser o que
influencia a transi¢do de fase observada em cubossomos, da mesma forma que diminui
sua cristalinidade, dada pela diminui¢éo observada na altura do primeiro pico das curvas

de SAXS, conforme aumenta a concentragdo de cloroformio.

O efeito do etanol na estrutura dos cubossomos é bastante diferente daqueles
observados para acetona e cloroférmio. A figura 16c mostra as curvas SAXS para
cubossomos na presenca de etanol em concentragcfes crescentes. Podemos observar uma
transicdo de fase cubica para micelar na presenca de ~33% de etanol (1:2 em v/v), nesse
caso, ha um amplo pico na curva SAXS, que é caracteristica de sistemas micelares. Em

concentragfes 1:5 em v/v, pode-se notar a coexisténcia de micelas e cubossomos,
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evidenciada pela presenca de trés picos de difracdo, indicando a coexisténcia dessas
duas estruturas. Os dois primeiros picos encontrados sdo caracteristicos da estrutura
Pn3m, no entanto, o terceiro pico ndo pdde ser indexado pelo SCryPTA, desta forma,
supomos que este pico pertence a outra estrutura clbica que coexiste com as micelas e

0s cubossomos Pn3m.

Além disso, ha um ligeiro aumento no parametro de celula unitaria de 6,81 *
0,05 nm para 7,37 £ 0,07 nm na auséncia e presenca de 16,6% de etanol, diretamente
proporcional ao aumento na concentragéo de solvente estudada. Portanto, o etanol faz
com que o parametro de rede aumente conforme mais moléculas sdo adicionadas ao
sistema. O aumento na concentracdo de etanol também induz uma leve diminui¢cdo da
intensidade dos picos de difragédo, principalmente no primeiro pico. Este processo pode
ocorrem devido a uma diminuicdo da concentracdo de nanoparticulas em solucdo, ou
devido a uma diminuicdo na cristalinidade da mesma. Para concentracdes mais altas,
acima de 16,6%, ha uma transicdo de fase evidente de Pn3m para a estrutura micelar,

conforme descrito anteriormente.

Estudos da literatura apontam que a temperatura de fusdo (TF) de fosfolipidios,
independentemente do tamanho de sua cadeia de hidrocarbonetos, diminuiu na presenga
de etanol, mesmo que em baixas concentragdes, indicando que o etanol foi capaz de
desestabilizar a bicamada lipidica, reduzindo a TF. (ROWE, 1983) Provavelmente, as
moléculas de etanol interferiram na interface polar/apolar da bicamada, induzindo uma
desestabilizacdo e, como consequéncia, diminuindo a TF. No entanto, altas
concentragfes do solvente causaram o efeito oposto, ou seja, as moléculas de etanol

interagem com o grupo da cabeca polar do fosfolipidio em estudo. (ROWE, 1983)

Para as nossas amostras, observamos que o etanol diminuiu a cristalinidade dos
cubossomos devido a interacdo das moléculas com a regido polar/apolar do cubossomo.
De acordo com nossos resultados, o etanol, em concentraces menores, mudou a
estrutura interna do cubossomo diminuindo sua cristalinidade. Na concentragéo 1:2 de

etanol, ficou evidente a auséncia de cubossomos e a presenca de micelas na solucao.

A figura 16d mostra a influéncia do octano na estrutura dos cubossomos. Da
mesma forma que o cloroférmio, ha uma transicdo da fase cubica Pn3m para a
hexagonal inversa, seguida por outra transicdo da fase hexagonal para a micelar

isotropica. Curiosamente, 0 octano pode ser considerado um solvente menos agressivo
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para a estrutura do cubossomo, quando comparado ao cloroférmio, j& que necessita de
concentragdes mais altas de solvente para induzir as transigdes estruturais. Os valores
obtidos para o pardmetro de rede de amostras com octano também foram semelhantes

aos obtidos para cloroférmio entre as mesmas estruturas (Pn3m ou hexagonal inversa).

Para este solvente, também se evidenciou a presenca de duas transi¢Ges de fase
bem definidas. A primeira, semelhante ao cloroférmio, da simetria cubica Pn3m para
hexagonal inversa na concentracdo de 1:35 em v/v. Porém, os valores para o parametro
de célula unitéria séo ligeiramente maiores quando comparados aos resultados obtidos
para o cloroférmio. Outra diferenca interessante em relacdo a esses dois sistemas
(octano e cloroférmio) é a quantidade de moléculas capaz de induzir tais mudancas
estruturais. Para o cloroférmio, a transi¢do de fase de Pn3m para hexagonal inversa foi
evidenciada na razdo molar de 100:0,83, o que significa que este sistema tem 100
moléculas PHY para cerca de 0,83 moléculas de cloroférmio (equivalente a
concentracdo 0,2%). E bastante surpreendente que uma quantidade tdo pequena de
moléculas de cloroférmio seja capaz de induzir tal transi¢do. Quando se trata do octano,
as razbes molares sdao 100:4,06, o que significa que o sistema é composto por 100
moléculas de PHY para ~4 de octano. Este nimero calculado é 4 vezes menor quando
comparado ao obtido para o cloroférmio, mostrando que uma quantidade tdo pequena
de solvente organico é capaz de induzir uma mudanca dramatica na estrutura dos

cubossomos, alterando a estrutura interna das nanoparticulas.

Considerando o LogP dos solventes organicos, e 0 empacotamento dos lipidios
nas transicoes de fase relatadas na literatura. (MARIANI, LUZZATI, DELACROIX,
1988), esses resultados sugerem que tanto o cloroférmio quanto o octano foram
incorporados ao ndcleo hidrofébico da bicamada lipidica, aumentando o
empacotamento do grupo apolar e a fluidez das cadeias alquilicas. Assim, nossos
resultados sugerem que a area da secdo transversal dos constituintes aumenta nas
regides da cadeia alquil e diminui nas regides do grupo apolar, induzindo uma maior

curvatura espontanea negativa e, portanto, a formacéo da fase hexagonal invertida.
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4.1.2 Influéncia apos 24h

Uma das principais dificuldades da utilizagdo de solventes organicos para
encapsulagdo de drogas hidrofobicas em sistemas nanométricos é a presenca residual de
solventes na amostra. (RIZWAN et al., 2011) (DESHPANDE et al., 2016) Desta forma,
resolvemos estudar algumas amostras de cubossomos com solvente apds 24 horas de
interacdo, para verificar a reversibilidade da interferéncia de solventes organicos apds

evaporacdo. Os dados de SAXS desse estudo séo apresentados na figura 18 abaixo.

Na figura 18a, representando os dados para amostras com acetona, apenas esse
sistema apresentou o notavel efeito de uma interferéncia estrutural completamente
reversivel em comparagdo com o sistema sem solvente. Todas as amostras testadas em

diferentes concentracdes de acetona retornaram a estrutura Pn3m apdés 24h.

O sistema de cloroférmio exibiu um comportamento diferente (figura 18b),
tendo uma interferéncia parcialmente reversivel na estrutura do cubossomo. Apoés 24 h,
foi possivel ver duas transi¢fes de fase bem definidas, uma de cubica para hexagonal na
concentracdo de 1,0% e uma hexagonal para micelar, sendo agora na concentracdo de
2,0%. Quanto aos parametros de célula unitaria, eles sdo compativeis com os obtidos na
secdo anterior, sendo iguais a 6,50 £ 0,04 nm e 4,60 £+ 0,02 nm para cubico e hexagonal,
respectivamente (figura 19b).

50



A) L ¥ ! Blank
1011 E : —— Act evp 1:5
E i —— Actevp 1:2
[ 1 —— Act evp 1:1
1010 - -
10°
103E , -
107 E : “ 3
108 E ; I 3
] ; ' .
10°
F 1
; i
o 10tE : 4
3 P
A T e
>™
—
[7,)
[
a © |
hd L U : T ! Blank
c 10 ! —— EtOH Evp 1:10)
— E . —— EtOH Evp 1:7
. ; ! ——EtOH Evp 1:5
— ! —— EtOH Evp 1:2
q, 3 —— EtOH Evp 1:1
x 1011 E -
10" | 3
i
10°

10°

108 &
107

108 E

B)

10"

1011

10"

10°

108

107

108

10°

10

10°

Mm'

—— Blank

—— CIf Evp 1:500
—— CIf Evp 1:350
—— CIf Evp 1:100
—— CIf Evp 1:50

——CIf Evp 1:10

7

D)

10"

1011

1010

10°

108

107

108

10°

10*

10°

q(1/nm)

Figura 10: Curvas de SAXS de cubossomos na auséncia (preto linha) e presenca de aumento concentragées de
solvente organico apés 24 h de interagdo com o solvente. Os sistemas estudados foram acetona (a), cloroférmio
(b), etanol (c), e octano (d).

" —Blank

—— Oct Evp 1:50
f—— Oct Evp 1:35
—— Oct Evp 1:10
—— Oct Evp 1:5
—— Oct Evp 1:2

Devido a caracteristica do etanol de formar uma mistura eutética com agua, €

importante verificar a interferéncia residual desse solvente ap6s sua evaporacdo. Na
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figura 18c, verificou-se que as interacdes dos cubossomos com etanol sdo parcialmente
reversiveis, ou seja, a 17% (que inicialmente estava na fase micelar, figura 18c) a
estrutura voltou a ser cibica Pn3m, apresentando um parédmetro de rede de 7,20 + 0,05
nm (figura 19c). Outras transi¢cdes também foram dependentes do tempo, as amostras na
concentracdo 1:2 que incialmente tinham uma estrutura micelar, apds 24h apresentaram
um pico unico bem definido. Esta curva de SAXS representa um sistema composto por
cilindros dispersos aleatoriamente e, portanto, ndo mostra outro pico de difragédo
caracteristico, conforme descrito na literatura. (LEWIS et al., 1999) O parametro de
rede para este sistema especifico é ~4,20 + 0,02 nm (figura 19c), corroborando com o0s
valores encontrados em literatura para estruturas hexagonais inversas. (DONG et al.,
2008)
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Figura 11: Valores dos parametros de rede da célula unitaria calculados usando SCryPTA. Dentro de cada
quadrado, pode-se encontrar a fase estrutural observada para cada sistema apés 24h. As barras representam os
desvios padrao que também foram calculados usando SCryPTA. As fases micelares sdo isotrépicas e ndo tém
picos de difragdo.

Dong et al. (2008) estudaram o efeito de marcas comerciais de PHY disponiveis
no mercado, para investigar os efeitos de impurezas no diagrama de fase anfifilico. Eles
relataram que, para ambas as marcas utilizadas nesse estudo, a fase hexagonal é
encontrada quando as amostras sdo aquecidas. Tal fato pode refletir em mudancas

drésticas nos lipidios e parametros estruturais. Curiosamente, esta fase hexagonal,
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evidenciada na presenca de etanol e apds 24 h de interacdo, nao foi constatada na
andlise realizada imediatamente apos a adi¢do dos solventes, sugerindo que pode haver
uma transicdo rapida entre as fases cubica e micelar, passando pela fase hexagonal.

Os resultados da adicdo de octano foram bastante surpreendentes ap6s 24h,
como pode ser visto na figura 18d. A interferéncia deste solvente era mais drastica,
induzindo uma transicdo da simetria ctbica para a hexagonal inversa em concentracfes
inferiores a 2%. Por outro lado, a literatura relata a preparacdo de nanoparticulas livres
de solvente com o uso de octanol (que tem a mesma cadeia de hidrocarbonetos que o
octano), resolvendo problemas fundamentais da presenca residual de solvente. (WHITE,
1976) (DYRDA et al., 2019) Os valores obtidos para o parametro de célula unitaria dos
cubossomos em presenca de octano apds 24h foram bastante compativeis com aqueles
encontrados inicialmente para estruturas hexagonais e o resultado é consistente com 0s
dados relatados na literatura. (LEWIS et al., 1999)

A intensidade com que os solventes organicos influenciam na estrutura interna
dos cubossomos pode ser explicada em termos de polaridade de cada um dos solventes
estudados. Solventes ndo polares, como cloroférmio e octano exibem maior capacidade
de interagir com regides hidrofébicas das nanoparticulas, e assim modifica-las em
concentragfes mais baixas. A acetona, sendo um solvente aprético, e o etanol sendo um
solvente prético, tém interagdes muito semelhantes com as estruturas lipidicas. No
entanto, a capacidade do solvente de formar interacbes quimicas mais fortes com
lipidios, pode interferir em sua reversibilidade da influéncia na estrutura cristalografica
apos evaporacdo. (LEWIS et al., 1999)

A fim de se obter maiores informacgdes sobre a interagdo dos solventes com
membranas lipidicas, Rowe (1983) também estudou por EPR a influéncia de
dimetilsulfoxido, metanol, acetona, etanol, N,N-dimetilformamida (DMF) e nujol nos
lipossomos biomiméticos. Como esperado, cada solvente teve uma interacdo especifica
com a membrana. De acordo com seus resultados, alguns solventes podem aumentar a
fluidez da membrana, como a acetona, no interior da bicamada. Por outro lado, o etanol,
diminuiu consideravelmente a fluidez na parte interna da membrana. Todos esses
achados corroboram os efeitos dos diferentes solventes na estrutura interna dos

cubossomos e podem iluminar o porqué de tais transicdes ocorrerem.
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A microscopia eletrénica de transmissdo criogénica (Crio-TEM) também foi
realizada a fim de se avaliar a morfologia das nanoparticulas de forma individual. Com
base nas curvas de SAXS, as seguintes amostras foram escolhidas para esta analise:
cubossomos em auséncia e presenca de: cloroformio 1:100, etanol 1:2 e octano 1:50;
todas as amostras foram medidas apds 24 horas de interacdo com os solventes. Como
mostrado na figura 20, pode-se ver particulas individuais de tamanhos variados, de 200
a 650 nm, apresentando estrutura interna organizada. A analise por FFT nos permite
analisar estas estruturas internas, mas nem todos os eixos de zona foram encontrados.
Na amostra controle de cubossomos é possivel verificar eixos caracteristicos, atraves de
sua FFT, que confirmam a estrutura cubica Pn3m e o pardmetro de rede medido € 6,5 +
0,5 nm, compativel com as medidas anteriores de SAXS. Para a amostra em presenca de
cloroférmio (1:100), ndo foi possivel indexar os planos de reflexdo devido a qualidade
das imagens e a baixa cristalinidade das nanoestruturas; por outro lado, as arestas retas
das particulas sdo uma indicacdo da presenca de planos cristalogréaficos. A FFT revelou
alguma estrutura interna que é considerada hexagonal, de acordo com dados SAXS.
Curiosamente, o cubossomo na presenca de etanol exibiu as mesmas bordas retas e
afiadas, indicando planos cristalograficos bem definidos. A propria particula se
assemelha a uma forma hexagonal, infelizmente ndo confirmada pela sua FFT devido ao
alto ruido na imagem. Finalmente, a amostra de octano revelou uma nanoparticula com
FFT hexagonal, indicando como esta particula estd orientada. Acredita-se que esta
nanoparticula apresenta estrutura hexagonal devido ao conhecimento prévio dos dados
de SAXS.

Na literatura, encontramos relatos de cubossomos e hexossomos de monooleina,
mostrando hexossomos com formato hexagonal e arestas em linhas retas acentuadas,
muito parecidas as nanoparticulas encontradas na figura 20. Nesse trabalho ndo houve
mencao sobre a analise FFT. (NGUYEN et al., 2011) (BESSONE et al., 2021)

54



chloroform

NG A :
octane~. oo

Figura 12: Micrografias de Cryo-TEM de cubossomos de fitantriol na auséncia de solventes (controle), e na
presenca de cloroférmio 1: 100, etanol 1: 2, e octano 1:50. Todas as particulas encontradas apresentam alguma
estrutura interna evidenciada pelas FFTs inseridas. Barras de escala sdo apresentadas em cada figura.

4.2 Cubossomos de PHY com CNZ

Cubossomos de fitantriol (PHY) foram produzidos a partir do protocolo BU
descrito anteriormente na sessdo de métodos (3.3.1). A caracterizacdo estrutural de
cubossomos em auséncia e presenca de concentragdes crescentes de cinarizina (CNZ)
foram realizadas. A encapsulagdo da CNZ se mostrou um problema no inicio do
desenvolvimento deste trabalho, ja que todas as amostras produzidas por ambos 0s
métodos (co-solubilizacdo e adicdo) apresentaram precipitado, independente da
concentracdo de CNZ adicionada, caracteristica ndo encontrada em amostras de
cubossomos em auséncia de CNZ. Tal situacdo € um forte indicio de que a maior parte

do farmaco ndo estava sendo incorporada pelas nanoparticulas.
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Figura 13: A esquerda temos dados de SAXS para cubossomos de PHY brancos e com CNZ produzidos pelo
método de adi¢do. A direita o parametro de rede, calculado através do software SCryPTA, para as mesmas
amostras analisadas por SAXS.

As curvas de SAXS para amostras preparadas pelo método de adicdo,
apresentadas na figura 21, exibem 4 picos agudos e bem definidos, caracteristicos para a
estrutura Pn3m, que pode ser confirmada pelo software SCryPTA, uma estrutura cubica
presente no diagrama de fases de PHY (figura 21). (MAZZONI et al.,2016)

Ao analisarmos as curvas de SAXS, nota-se que ha uma semelhanca entre elas
na posicdo do primeiro pico de difracdo, além de uma significativa semelhanca nas
intensidades de cada um dos picos entre os sistemas em auséncia ou presenca de CNZ.
Esta semelhanca é mais uma forte evidéncia que a CNZ ndo estava sendo encapsulada.
O parametro de rede obtido para todas as amostras estava entre 6,71 nm e 6,78 nm,
sendo todos similares considerando-se 0 desvio padrdo deste conjunto de dados. Os
resultados evidenciaram que a CNZ ndo interferiu no tamanho do pardmetro de célula

unitaria dos cubossomos, provavelmente por nao ser encapsulada por esse método.
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Figura 14: A esquerda temos dados de SAXS para cubossomos de PHY brancos e com CNZ produzidos pelo
método de co-solubilizagdo. A direita o parametro de rede, calculado através do software SCryPTA, para as
mesmas amostras analisadas por SAXS.

Na figura 22 temos as curvas de SAXS para amostras de cubossomos em
auséncia e presenca de concentracBes crescentes de CNZ, preparados pelo método de
co-solubilizagdo. Utilizando a andlise do SCryPTA, detectou-se que todas as curvas
apresentaram simetria cubica do tipo Pn3m, assim como as amostras produzidas por
adicdo mostradas na secdo anterior. Atraves do método de co-solubilizacao verificamos
uma diferencga sutil entre as curvas de espalhamento, indicando que a CNZ pode ter sido

encapsulada, mesmo que em pequenas concentragdes.

As alteracOes no parametro de célula unitaria também foram mais significativas
utilizando o método de co-solubilizacdo. Os valores variaram em 6,72 nm e 6,83 nm,
podendo ter ainda mais amplitude se considerarmos o0s desvios padrdes apresentados
por cada amostra. No entanto, os resultados obtidos para ambas as metodologias estdo
dentro do esperado, de acordo com a literatura onde o pardmetro de rede € de ~6,4 nm
para cubossomos com simetria cristalografica Pn3m. A literatura também relata

cubossomos de PHY com parametros de rede na ordem de 6 nm a 7 nm, para diferentes
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protocolos de producdo. (ALCARAZ et al., 2018) (ASTOLFI et al., 2017) (SHI et al.,
2015)

Os dados de DLS revelaram um sistema monodisperso com particulas de ~200
nm para o sistema de cubossomos de PHY, passando para um tamanho medio de cerca
de ~ 300 nm, em presenca de CNZ de até Img/mL, como mostrado na figura 23. Para
estas concentragdes vemos um aumento do tamanho das nanoparticulas, diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de CNZ. Nas concentragdes a partir de 3
mg/mL, verificou-se que o Pdl da amostra era superior a 0,4, sendo, portanto, ndo
adequada a andlise por esta técnica. (KHATUN et al., 2016) Esse aumento do valor de
Pdl indica que provavelmente o acimulo de CNZ nédo incorporada pelos cubossomos

interferiu na anélise.
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Figura 15: Dados de DLS para cubossomos de PHY brancos e com CNZ produzidos por co-solubilizagdo.

As micrografias das nanoparticulas isoladas, analisadas através de TEM, figura
24, apresentaram cubossomos brancos com tamanho entre ~480nm e ~380 nm, com
bordas arredondadas e forma amorfa, mas que remeteu bastante ao formato cubico. Para
as micrografias de cubossomos contendo 1mg/mL de CNZ encontramos particulas com
~450 nm e ~230 nm, uma variedade de tamanhos superior a encontrada sem CNZ. As
particulas tém formato quadrado com bordas bastante arredondadas como
anteriormente, caracteristica de cubossomos de fitantriol, conforme observado em

outros trabalhos. (GABALLA et al.,, 2020) As micrografias apresentaram algumas
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manchas ao fundo, ndo necessariamente por conta da composi¢cdo da amostra, mas sim

pelo processo de fabricacdo dos grids ou pelo contraste aplicado ao obter as imagens.
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Figura 16: Micrografias de TEM para cubossomos de PHY brancos e com 1 mg/mL de CNZ.

Existe uma diferenca entre os tamanhos encontrados nas micrografias (figura 24)
e nos resultados de DLS (figura 23). Isso ocorre devido ao tipo de analise de cada uma
das técnicas. Ao passo que na técnica de DLS analisamos o conjunto de nanoparticulas
como um todo, as micrografias geradas por TEM apresentam uma pequena populacédo
de particulas isoladas. Outra diferenca que vale salientar € que as nanoparticulas
analisadas por DLS estdo em solucdo, ao passo que, o processo de secagem da amostra
na producéo de grids para TEM também pode influenciar no tamanho dos cubossomos.
Na literatura, ndo ha grande variedade de dados para micrografias de cubossomos de
PHY. Alguns trabalhos relatam tamanhos de particulas maiores do que as medidas por
DLS. (LUO et al., 2015) (NASR, GHORAB, ABDELAZEM, 2015)

Ao compararmos os protocolos de adicdo e co-solubilizagéo verifica-se que o
protocolo de co-solubilizacdo aparenta ser mais eficiente e, portanto, mais adequado
para a producdo de cubossomos com CNZ. A eficiéncia de encapsulagdo foi um grande
desafio deste trabalho, portanto, foram realizados ensaios para melhora-la. A
solubilidade da CNZ em lipidios, dentre eles fitantriol e monoleina (GMO), foi obtida
na literatura. A solubilidade de CNZ em PHY foi bem inferior, ~ 7,7 £ 0,1 mg/q,
quando comparada a GMO de ~ 29,9 £ 0,7 mg/g. (NGUYEN et al., 2010) Portanto, foi
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testada a incorporacdo da CNZ em cubossomos de myverol (composicéo lipidica com ~

80% de GMO) para tentar obter melhores resultados.

4.3 Cubossomos de MYV com CNZ

Considerando os resultados anteriores para cubossomos de PHY que néo
obtiveram éxito em encapsular a CNZ, resolvemos testar outro lipidio disponivel e que

apresenta auto agregacdo em simetria cubica, o myverol (MYV).

Para iniciar os testes de encapsulacdo de CNZ, foi necessario, primeiramente,
padronizar os protocolos de producdo de cubossomos de MYV. Desta forma, 4
diferentes condigdes foram testadas, conforme descrito na sessdo 3.3.2. Na figura 25 é
possivel observar as curvas de SAXS obtidas a partir de cada um dos protocolos.
Através do padrdo de difracdo, considerando a posi¢do dos picos analisadas pela
plataforma SCryPTA, a simetria Im3m foi observada para todas as amostras analisadas.
Esta simetria é tipica para cubossomos de monoleina, e esperada para cubossomos de

MYV, devido a sua composi¢do, como relatado em literatura. (MURGIA et al., 2010)

Os protocolos 1 e 3 ndo apresentaram picos de difracdo bem definidos,
indicando uma sobreposicdo e até possivelmente uma coexisténcia de mais de uma
simetria na mesma amostra. Essa coexisténcia de fase pode ser confirmada pelo
SCryPTA no protocolo 1, onde observamos a presenca de cubossomos Im3m e Pn3m.
Portanto, esses protocolos foram descartados inicialmente. O protocolo 2 apresentou
uma curva de SAXS com picos bem definidos e com alta intensidade, no entanto esta
preparacdo utiliza propilenoglicol, que ndo pode ser retirado ao final do processo,
dificultaria aplicacBes farmacéuticas. Por fim, o protocolo 4 apresentou picos bem

definidos, no entanto, com menor intensidade que os exibidos pelo protocolo 2.

Os valores obtidos para o parametro de célula unitaria para os 4 protocolos
testados ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, quando se tratava da
mesma estrutura. Todos que apresentavam cubossomos Im3m foram de ~11 nm, e o
protocolo 1, que apresentou cubossomos Pn3m, obteve um parametro de célula unitaria
de ~9 nm. Os cubossomos de MYV tém uma simetria cristalografica diferente dos

cubossomos de PHY e parametro de rede consideravelmente maior quando comparados.
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Este € um ponto interessante, uma vez que a geometria da nanoparticula pode definir a

capacidade de encapsulagéo de drogas. (NILSSON et al., 2013)
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Figura 17: A esquerda temos dados de SAXS para para as 4 diferentes condicGes de protocolos testados para
MYV. A direita o parametro de rede, calculado através do software SCryPTA, para as mesmas amostras analisadas
por SAXS.

Foram considerados também os valores obtidos por DLS (figura 26) para
garantir a viabilidade do protocolo. Os tamanhos das nanoparticulas obtidas por cada
protocolo testado foram bastante variados, entre aproximadamente 170 nm e 570 nm,
porém todas as populacBes eram adequadas ao tipo de andlise (Pdl < 0,4). Ao
compararmos os resultados, os protocolos 3 e 4 apresentaram 0 menor tamanho de
nanoparticula. Tamanhos menores de cubossomos sdo favoraveis, pois particulas
menores possuem melhor aplicabilidade no campo farmacéutico. (SHERIF, BENDAS,
BADAWY, 2014)

Assim, como o protocolo 3 ja havia sido inviabilizado anteriormente, o
protocolo 4 foi o de melhor condicéo e reprodutibilidade para o preparo das amostras e
aplicacdo final, de forma que este protocolo foi o escolhido.
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Figura 18: Dados de DLS para os 4 diferentes protocolos testados para MYV.

Seguindo o protocolo escolhido, as amostras de cubossomos de MYV com CNZ
foram produzidas por co-solubilizacdo, nas concentragdes 0,2 mg/mL, 0,6 mg/mL, 1,0
mg/mL e 2,0 mg/mL de CNZ. Estas concentra¢fes foram determinadas com base na
solubilidade méxima da droga no lipidio, conforme descrito por NGUYEN et al.,
(2010).

As curvas de SAXS, apresentadas na figura 25, demonstram que a CNZ
interferiu na estrutura cristalografica dos cubossomos. Uma transicdo de Im3m pra
Pn3m foi observada em concentracdes crescentes de CNZ. Em 0,2 mg/mL de CNZ,
observa-se uma coexisténcia de fases de ambas as estruturas apresentadas. Em
concentragOes superiores de CNZ, foi verificada a existéncia da estrutura Pn3m, e o
primeiro pico apresentado nas curvas destes casos pode ser um resquicio de cubossomos
ainda na estrutura Im3m, porém o volume dessas nanoparticulas na amostra foi tdo
pequeno que ndo foi possivel identificar outros picos caracteristicos dessa estrutura por
SAXS.

O parametro de célula unitaria (figura 27, a direita) se altera de acordo com a
estrutura interna encontrada nos cubossomos. Na concentracdo 0,2 mg/mL, podemos

calcular os valores para as duas estruturas (Pn3m e Im3m) em solugdo. Ndo houve
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diferencas significativas de tamanho quando se trata da mesma estrutura, sugerindo que
a CNZ néo interferiu no pardmetro de rede, e sim na reorganizacdo estrutural da
nanoparticula. Os valores obtidos atraves do SCryPTA foram, ~ 12 nm e ~ 8,8 nm para
as estruturas Im3m e Pn3m respectivamente. Em literatura sdo descritos cubossomos
com parametro de rede de ~ 12 nm para estruturas Im3m, compativel com o encontrado.
(SHERIF, BENDAS, BADAWY, 2014) Apesar da estrutura Pn3m néo fazer parte do
diagrama de fase da GMO, lipidio com maior concentra¢do na mistura de MYV, alguns
estudos recentes relataram a presenca dessa estrutura induzida por peptideos
antimicrobianos ou pela mudanca de pH. (ZABARA et al., 2019) (MULLER et al.,
2010)
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Figura 19: A esquerda temos dados de SAXS para cubossomos de MYV brancos e com CNZ produzidos pelo
método de co-solubilizagdo. A direita o parametro de rede, calculado através do software SCryPTA, para as
mesmas amostras analisadas por SAXS, separadas de acordo com a estrutura apresentada Pn3m ou Im3m.

O DLS revelou particulas com tamanhos entre 180 nm a 280 nm, dependentes da
concentracdo de CNZ. O grafico da figura 28 aponta que a CNZ interferiu
significativamente no tamanho dos cubossomos. Algumas alteragcdes podem ocorrer de
acordo com a execucao do protocolo, principalmente na etapa de gotejamento. De forma
geral, todas as amostras foram monodispersas, com Pdl inferior a 0,4, adequado a

técnica. Os resultados encontrados sdo 6timos fatores para a aplicacdo de drug delivery,
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conforme a literatura, particulas com tamanho entre 70 nm e 200 nm sdo adequados
para essa finalidade. (GAUMET et al., 2008) (FERRARI, 2008)
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Figura 20: Dados de DLS para cubossomos de MYV brancos e com CNZ produzidos por co-solubilizagao.

As amostras foram analisadas por NTA a fim de se verificar o tamanho e
concentracdo das nanoparticulas em solucdo. A tabela 9, mostra o resultado desse
experimento. Os cubossomos apresentaram uma pequena variacdo de tamanho entre
~130 nm e ~185 nm. Valores bem diferentes dos encontrados anteriormente no DLS.
Esta discrepancia é bem explicada pelas limitagdes das medices DLS que sdo
altamente influenciadas pela dispersdo de luz de particulas maiores, enquanto o NTA
mede cada particula individualmente para depois calcular uma média ponderada em

funcdo da concentracdo e da polidispersdo. (RIBEIRO et al., 2018)
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Tabela 9: Dados de NTA para amostras de cubossomos brancos e com CNZ. Foi avaliado o tamanho das
nanoparticulas e sua concentragao na amostra.

Amostra Tamanho (nm) | Concentragao (particulas/ml)
CNZOOmg/mL | 1463+49 1.62x 100 £032x 10"
CNZ02mg/mL | 1302+0,9 216x 10 £0,06x 10"
CNZO06mg/mL | 1383+5,1 1L14x10° £0,16x 10"
CNZL1Omg/mL | 168.4+0,6 1.09x 10" £0,07x 10"
CNZ20mg/mL | 1849+438 1.03x 10" £0,02x 10"

Embora haja um pequeno aumento no tamanho das nanoparticulas com maiores
concentragdes de CNZ (1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL), ndo se pode afirmar que a droga

interfere no tamanho dos cubossomos, como na andlise anterior por DLS.

Também é possivel determinar a concentracdo de particulas em solugdo, que

variou de 1,03 x 1013 + 0,02 x 1013 a2,16x 1013 + 0,06 x 1013 particulas/mL de forma
ndo linear e ndo relacionada a concentracdo de CNZ da amostra. Esta concentracéo total
de particulas € calculada a partir da estimativa do software de particulas na amostra
diluida, portanto, leva em consideracdo o fator de diluicdo, neste caso de 10*.
Infelizmente, ndo existem muitos dados na literatura sobre a anélise de cubossomos por
NTA. MALHEIROS et al. (2021), apresenta amostras com tamanhos superiores a 200
nm e uma concentracao de particulas 10 vezes inferior as encontradas para cubossomos
com CNZ. (MALHEIROS et al. 2021)

As amostras também foram analisadas por TEM e Crio-TEM (figura 29). As
micrografias de TEM apresentaram nanoparticulas com morfologia quadrada e bordas
bem definidas, dentro do esperado para cubossomos de MYV. (SHARMA, DHAWAN,
NANDA, 2020) No entanto, os tamanhos obtidos tanto nas micrografias de TEM
qguanto por Crio-TEM foram bastante polidispersos, diferindo bastante do encontrado
nas analises anteriores de DLS e NTA. Tal fato decorre do tipo de analise realizada, que
é feita de particulas individuais, sem considerar a populagdo como um todo. Outro fator
de interferéncia é 0 processo que as amostras passam para a producdo dos grids. Neste
caso, as amostras passam pelo processo de secagem, ndo estando em solugdo como nas

demais analises. Na literatura sdo relatados cubossomos de MYV com tamanhos de
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particulas maiores do que as medidas por DLS. (LUO et al., 2015) (NASR; GHORAB;
ABDELAZEM, 2015)

No entanto, comparando os tamanhos apresentados nas micrografias entre si,
vemos que eles se mantém, de forma que ndo foi possivel verificar a interferéncia da
CNZ no tamanho dos cubossomos, assim como na analise por NTA. Tal fato nos leva a
refletir se a influéncia encontrada anteriormente na analise por DLS é um fator real ou

ocorre devido a aproximacg0es utilizadas pela técnica.

As micrografias de Crio-TEM (figura 29) apresentaram particulas com forma
bastante similar ao visto anteriormente em TEM, porém, através da anélise de FFT, €
possivel verificar sua estrutura interna. Também foi possivel verificar nas micrografias
de Crio-TEM algumas vesiculas em solucdo. Todas as concentracbes de CNZ
apresentaram cubossomos com estrutura interna bem definida, caracteristicas de
organizac@es cubicas, mesmo que em diferentes planos, como vemos na anélise de FFT.
Na concentracdo 0,2 mg/mL de CNZ ndo foi possivel obter uma FFT com resolugdo
desejavel, devido ao baixo contraste da imagem, o software ImageJ teve dificuldade de
realizar os calculos necessarios. Ainda assim € possivel identificar que as nanoparticulas
apresentam estrutura interna. As imagens encontradas estdo de acordo com o relatado
em literatura. (KLUZEK et al, 2017) (FORNASIER et al., 2020)

Cub Blank CubCNZ 0,2 mg/mL CubCNZ 1,0 mg/mL

s

I
200 nm

Crio_TEM

100 nm o 100 nm

Figura 21: Micrografias de TEM e Crio-TEM para cubossomos brancos e com CNZ nas concentragdes 0,2 mg/mL e
1,0 mg/mL. Bem como o calculo de FFT referente as micrografias de Crio-TEM.

Apesar da Crio-TEM ser relatada na literatura como a técnica mais adequada
para a analise estrutural de cubossomo, podemos verificar que na falta dela,
encontramos resultados bem consistentes de TEM, uma técnica mais barata e acessivel.
Possibilitando verificar a estrutura cibica das nanoparticulas com clareza.
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O potencial zeta de formulacdes é um dos fatores que determina a estabilidade
fisica de suspensdes coloidais, quanto maior a repulsdo eletrostatica entre as particulas
maior serd a sua estabilidade. No caso dos cubossomos, estabilizantes com alta massa
molecular, como o Pluronic F127, confere alta estabilidade mesmo em amostras com
potencial zeta menor que 20 mV. (MISHRA et al., 2009) A estabilizacdo estérica pelo
tensoativo ndo-idnico Pluronic F127 na superficie das nanoparticulas forneceu valores
de potencial zeta entre -33 e -10 mV nas nanoparticulas (figura 30). Apds a
encapsulacdo de CNZ, houve um aumento nos valores, sugerindo que a droga interferiu
ativamente na carga dos cubossomos. (REMINGTON, 2006)
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Figura 22: Dados de potencial zeta obtidos para cubossomos de MYV brancos e com CNZ nas concentragdes 0,2
mg/mL, 0,6 mg/mL, 1,0 mg/mL e 2,0 mg/mL

Foi realizada também a analise de pH, a fim de verificar a estabilidade e
aplicabilidade das nanoparticulas, os resultados sdo apresentados na figura 31. Todas as
amostras apresentaram valores de pH de ~5,5. N&o foi verificado grandes alteragcdes de
pH entre as amostras, mesmo apods a encapsulacdo de CNZ. Porém, este pH é muito
acido para aplicacéo intravenosa, e precisaria ser corrigido para valores proximos a 7,4,
valor do pH sanguineo. AlteracGes abruptas de pH no sangue podem gerar alteracGes

metabdlicas, limitando a aplica¢do das nanoparticulas. (KELLUM, 2000)
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Figura 23: pH de amostras de MYV para cubossomos branco e com diferentes concentragoes de CNZ

A encapsulacdo da CNZ foi quantificada através de HPLC. A figura 32
apresenta o cromatograma das amostras analisadas a esquerda, cujos picos sdo
visualizados em um tempo de reten¢do de 7,5 minutos. Ndo foram observados outros
picos em tempo de retencdo similar que pudessem interferir na quantificacdo da
amostra. Os cubossomos brancos também foram analisados nas mesmas condicfes e
ndo houve picos de impurezas dos componentes que pudessem gerar interferéncia na

analise. Desta forma, a especificidade da técnica foi determinada.

A curva analitica (figura 32, a direita) também foi gerada a partir de padrées de
CNZ diluidos em metanol, nas concentracbes de 10 a 60 pg/mL, para verificar a
linearidade do método e quantificar a CNZ efetivamente encapsulada. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata para obter melhores estatisticas. O coeficiente de
correlagéo (r) foi 0,998.
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Figura 24: A esquerda temos o cromatograma para amostras de cubossomos com diferentes concentragoes de
CNZ, obtidos por HPLC. A direita, Curva analitica padrdo para quantificagdo de CNZ, na faixa de concentragdo de
10-60 pg/mL.

Regressdes lineares foram utilizadas para calcular a concentracdo de CNZ
encapsulada, a partir da area dos picos das amostras (figura 33), geradas pelo préprio
software do equipamento de HPLC. Com os valores de concentracdo foi possivel
calcular o percentual efetivo de encapsulacdo. Os valores percentuais de eficiéncia de
encapsulacdo (%EE) variaram bastante, indo de 98% a 27%. O limite superior de
encapsulacdo de CNZ foi de 0,55 mg/mL. Conforme descrito em literatura, a
solubilidade da CNZ em GMO ¢ de ~ 29,9 + 0,7 mg/g, ao calcularmos a solubilidade da
CNZ em relagdo ao percentual de GMO em solugdo nas amostras, obtemos um valor de
0,6 mg/ml, compativel com os valores experimentais observados. (NGUYEN et al.,
2010)

A concentracdo de CNZ encapsulada aumenta no sentido a atingir um platd de
valor maximo, enquanto o percentual de encapsulacdo € bastante variavel, conforme
vemos na figura 33, a seguir. Essa variagdo € dada devido ao fato de apds atingir a
concentracdo maxima de encapsulacdo, a CNZ excedente fica livre em solucdo. O
calculo percentual depende ativamente da concentracdo inicial que se deseja encapsular,
assim, esse percentual acaba tendo grandes variagdes. Portanto, ndo importa a
concentracdo de CNZ inicial da amostra, ap0s atingir o limite maximo superior, ndo

havera diferenca na concentracdo final encapsulada efetivamente.

Variagdes no percentual de CNZ encapsulada também podem ocorrer devido a
perdas no processo de obtencdo da amostra ou mesmo no processamento previo que a
amostra passa para analise por HPLC. Este fator deve ser considerado por conta da

sensibilidade da técnica.
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Figura 25: Grafico de correlagao entre o percentual de encapsulacdo, concentragdo encapsulada e concentragao
inicial de CNZ. Os valores foram obtidos a partir de regrecoes lineares da area a baixo dos picos do
cromatograma, obtido por HPLC.

Cabe ressaltar que o estudo da liberacdo de CNZ, que seria complementar a
analise de HPLC, estava em andamento. Esses dados seriam importantes para a
concluséo do trabalho, mas, devido a pandemia de Covid-19, e tendo em vista que estes
ensaios eram feitos em parcerias com outros grupos de pesquisa, os resultados ainda ndo

estdo disponiveis no presente momento.

A figura 34 representa a curva hemolitica obtida para cubossomos em auséncia e
presenca de CNZ em diferentes concentragdes, sob condi¢es isotbnicas, pH 7,4 e 37°C.
Através desses experimentos foi possivel determinar a hemocompatibilidade dos
nanocarreadores. A atividade hemolitica da CNZ livre ndo pode ser testada devido a sua
baixissima solubilidade em agua (logP = 5,77). Todas as analises foram realizadas em

triplicata, possibilitando maior precisao e calculo do desvio padréo.

As curvas hemoliticas obtidas (figura 34) descrevem um comportamento
caracteristico, onde se observa inicialmente uma alta atividade hemolitica de
cubossomos brancos, sempre superior a 60%. Quando testamos amostras com CNZ,

uma queda da atividade hemolitica é nitida, sendo inferior a 30% em todas as
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concentragdes. Isso provavelmente ocorre devido a alteracdo da estrutura cristalina dos
cubossomos quando a CNZ ¢ encapsulada (lembrando que a CNZ induz uma transicao
de fase de Im3m para Pn3m, de acordo com nossas analises de SAXS), levando a uma
diminuicdo da hemolise em pelo menos 50%. Na concentracdo de 0,6 mg/mL de CNZ,
concentracdo considerada 6tima segundo dados anteriores de HPLC, a taxa de hemdlise

cai tanto, chegando a ser inferior a 10%, evidenciando ainda mais essa diminuicao.
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Figura 26: Efeito hemolitico de cubossomos brancos e com CNZ sobre eritrdcitos. Os experimentos foram feitos
em triplicata.

Ao analisarmos a curva de citotoxicidade em relacdo a concentragdo de CNZ
(figura 35), percebemos que a atividade hemolitica decai inicialmente e depois volta a
se elevar até atingir um valor maximo que se mantém. Ainda assim, o percentual
méaximo da atividade hemolitica de cubossomos com CNZ, ~30%, é bastante inferior a

cubossomos brancos.

Essa estrutura da curva hemolitica, apresentada na figura 35, reafirma a hipotese
de a fase cristalografica Pn3m ser menos agressiva aos eritrocitos. Inicialmente, na

concentracdo 0,2 mg/mL de CNZ, ainda apresentamos uma coexisténcia de ambas as
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fases, Pn3m e Im3m, assim sua atividade € superior a amostras com a concentracao 0,6
mg/mL de CNZ. Quando aumentamos a concentragdo do farmaco, o percentual de
hemolise volta a subir ligeiramente, mas ainda bastante inferior as amostras de

cubossomos brancos.
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Figura 27: Efeito hemolitico médio de cubossomos brancos e com CNZ sobre eritrdcitos, correlacionados
diretamente a concentracdo de CNZ presente na amostra.

A citotoxicidade do nanocarreador representa uma das complicacBes mais
importantes que o0s pesquisadores que trabalham na &rea de drug delivery tém que
resolver. No caso dos cubossomos, essa toxicidade é exercida principalmente para 0s
eritrocitos, conforme apontado por diversos estudos. (BARAUSKAS et al.,2010)
(BODE et al , 2013) (FORNASIER et al., 2020)

Ha evidéncias que a morfologia da fase clbica e a arquitetura da superficie
podem afetar a citotoxicidade dos cubossomos. Descobriu-se que 0s cubossomos a base
de PHY sdo mais toxicos que GMO, ja que a fase cubica e o lipidio constituinte sdo as
principais fontes de toxicidade, e ndo o F127. (HINTON et al., 2014) A incorporacdo de
drogas em cubossomos ou proteinas, segundo a literatura, influenciam nessa
citotoxicidade, conforme observado na figura 35, assim como o esperado. Inicialmente,

se imaginava que cubossomos com CNZ seriam menos hemoliticos, devido a sua
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atividade impactante na microcirculacdo e diminuicdo da viscosidade sanguinea.
(BARRIGA, HOLME, STEVENS, 2018)

5. Conclusao

No presente estudo, primeiramente, avaliamos a influéncia de diferentes
solventes (acetona, cloroférmio, etanol e octano) nas propriedades estruturais de
cubossomos de PHY, em relacdo as mudangas nos parametros estruturais internos, a fim
de minimizar os efeitos do solvente utilizados para a encapsulagdo da CNZ. Para
amostras com acetona, descobriu-se que na presenca de quantidades inferiores a 17%
ndo foram capazes de alterar significativamente nem a estrutura interna dos
cubossomos, nem o parametro de célula unitaria. Em concentracdes mais altas (superior
a 17%), uma transicdo da fase cubica para micelar foi observada. O etanol fez com que
0 parametro de rede aumentasse de 10-15% conforme mais moléculas eram adicionadas
ao sistema. Tais diferencas foram atribuidas a posicdo do solvente organico na
bicamada do cubossomo. O cloroférmio e o octano tiveram efeitos diferentes sobre
cubossomos de PHY em comparacdo com a acetona e o etanol; ambos induziram uma
transicdo cubico-hexagonal-micelar. A principal diferenca esta sobre a quantidade de
moléculas que foram necessarias para induzir cada transi¢do, 4 vezes maior para 0

octano.

Quanto a reversibilidade da interferéncia dos solventes, constatamos que ela é
parcial, devendo ser avaliada caso a caso. Desta forma, salientamos que o0s
pesquisadores devem tentar usar solventes menos prejudiciais para produzir ou
incorporar drogas hidrofobicas em cubossomos. Esta medida auxilia também em outras
pesquisas, facilitando a determinacdo se as alteragdes foram provocadas pelo solvente,

ou pela droga introduzida no sistema.

Como segunda parte do projeto, verificamos a encapsulacdo de CNZ em
cubossomos de dois lipidios diferentes, fitantriol e myverol. Devido a problemas com a
baixa solubilidade de CNZ em PHY, e consequentemente sua baixa eficiéncia de
encapsulacgdo, concluimos que este lipidio ndo era adequado para a producédo do sistema

proposto, e desta forma este protocolo foi abandonado durante o projeto.
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Os cubossomos foram produzidos a base de MYV, considerado o lipidio mais
adequado para esse projeto, por ser analogo a GMO, na qual o farmaco possuia maior
solubilidade e apresentar um custo reduzido.

Para cubossomos livres, sem CNZ, as nanoparticulas apresentaram estrutura
cristalografica Im3m, diferentemente das amostras de PHY. O pardmetro de rede
calculado neste caso foi de 11,12 £ 0,11 nm. Ao encapsular a CNZ, verificamos através
de DLS a influéncia direta da droga no tamanho dos cubossomos, o mesmo nédo
aconteceu para as analises por TEM/Crio-TEM e NTA, nos levando a questionar se o
aumento do tamanho aconteceu ou foi alguma aproximacdo relacionada atécnica. As
micrografias apresentaram nanoparticulas quadradas, com estrutura interna bem
definida e caracteristica dos cubossomos. Todas as amostras eram monodispersas e as

alteracdes de pH ndo foram significativas.

Em uma concentragdo de 0,2 mg/mL de CNZ existe uma coexisténcia de
estruturas cubicas Im3m e Pn3m. Concentra¢cBes superiores mantém sua estrutura
cubica apenas Pn3m. O potencial zeta aumenta de acordo com o aumento da
concentracdo de CNZ, mas as amostras ndo perderam sua estabilidade coloidal. A
encapsulacdo de CNZ também foi dosada por HLPC em cubossomo de MYV, obtendo
um limite superior de 0,6 mg/mL. A atividade citotoxica dos cubossomos foi testada em
eritrocitos, revelando que a estrutura Pn3m apresentada em cubossomos com CNZ foi

menos hemolitica.
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6. Perspectivas

No futuro, cubossomos devem ser avaliados quanto a taxas de liberacdo da CNZ
encapsulada. Além disso, um teste de citotoxicidade em células humanas deve ser feito
para investigar se essas nanoparticulas sdo adequadas para drug delivery. Ensaios in
vitro e in vivo devem ser feitos para avaliar a eficiéncia de entrega da CNZ. E
finalmente, as etapas de interacdo de cubossomos com 0s solventes organicos devem
evoluir, estudando também outros lipidios e cubossomos com composicdes

diferenciadas.
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