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RESUMO

Dentro da nanotecnologia, as hanoemulsdes (NE) ganham destaque atuando como
veiculos de compostos ativos e sistemas de liberacdo controlada, possuindo a
capacidade de melhorar o direcionamento, a permeabilidade e a retencao de ativos e
de farmacos. As NE apresentam varias caracteristicas favoraveis a aplicacdes na
farmé&cia e medicina, podendo melhorar a biodisponibilidade e estabilidade de drogas.
Neste trabalho, a intencdo foi o desenvolvimento de nanoemulsfes carregadas com
astaxantina de origem biotecnoldgica (ATX), pigmento antioxidante com propriedades
interessantes para aplicacdo em diversas areas da saude. Como nucleo lipofilico
alternativo, foi utilizado miristato de isopropila, um éster biocompativel. Os
nanomateriais desenvolvidos foram caracterizados através da medida de
espalhamento dinamico de luz (DLS), e os resultados mostraram uma NE vazia, para
fins comparativos, com tamanho elevado (quase 500 nm) e monodispersa (Pdl <
0,25), e de uma NE incorporada com ATX de excelente tamanho (< 100 nm), porém
com caracteristica polidispersa (Pdl > 0,95), ambas com potencial Zeta < -30 mV, que
€ um indicativo de estabilidade das formulagdes. Através do método espectroanalitico
desenvolvido, foram observadas a manutencdo dos perfis 2D e 3D de emissao de
fluorescéncia entre as amostras da ATX livre e nanoencapsulada, bem como obtidas
imagens e graficos 3D pertinentes. A curva espectroanalitica da mesma foi obtida na
ordem de 0,993, através da qual foi realizada quantificacdo da ATX incorporada na
NE, que evidenciou uma taxa de incorporacdo de 6,964%. Por fim, o ensaio de
citotoxicidade realizado com células de fibroblastos murinos (3T3-NIH) indicou
citotoxicidade nas amostras de ATX livre e biocompatibilidade nas amostras de
NE/ATX, através da analise das diferencas estatisticas significativas. Os resultados,
no entanto, também mostraram viabilidades maiores que 100% e desvios um pouco
altos, demonstrando a necessidade da realizacdo de novas analises. Dessa forma,
os resultados, apesar de evidenciarem algumas limitacdes da ATX, relacionadas a
sua incorporagdo, que poderiam ser corrigidas aperfeicoando-se a metodologia,

mostraram-se promissores para o desenvolvimento de pesquisas futuras na area.

Palavras-chave: Nanotecnologia, nanoemulsdo, astaxantina, miristato de isopropila.



ABSTRACT

Within nanotechnology, nanoemulsions (NE) are highlighted acting as vehicles of
active compounds and controlled release systems, having the ability to improve
targeting, permeability and retention of actives and drugs. EN have several
characteristics favorable to applications in pharmacy and medicine, and can improve
the bioavailability and stability of drugs. In this work, the intention was the development
of empty and loaded nanoemulsions with astaxanthin of biotechnological origin (ATX),
an antioxidant pigment with interesting properties for application in several areas of
health. As an alternative lipophilic core, isopropyl myristate, a biocompatible ester,
was used. The developed nanomaterials were characterized by measuring dynamic
light scattering (DLS), and the results showed an empty NE with high size (almost 500
nm) and monodisperse (Pdl < 0.25), and an NE incorporated with ATX of excellent
size (< 100 nm), but with a polydisperse characteristic (Pdl > 0.95), both with Zeta
potential < -30 mV, which is indicative of stability of the nanoemulsions. Through the
developed spectroanalytical method, the maintenance of the 2D and 3D fluorescence
emission profiles between free and nanoencapsulated ATX samples was observed,
as well as obtained pertinent 3D images and graphics. Its standard calibration curve
was obtained in the order of 0.993, through which quantification of the ATX
incorporated in the NE was carried out, which showed an incorporation rate of 6.964%.
Finally, the cytotoxicity assay performed with murine fibroblast cells (3T3-NIH)
indicated cytotoxicity in free ATX samples and biocompatibility in NE/ATX samples,
through the analysis of statistically significant differences. The results, however, also
showed viability greater than 100% and somewhat high deviations, demonstrating the
need for further analysis. Thus, the results, despite showing some limitations of ATX,
related to its incorporation, which could be corrected by improving the methodology,

showed to be promising for the development of future research in the area.

Keywords: Nanotechnology, nanoemulsion, astaxanthin, isopropyl myristate.
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1. Introducéao

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia consiste no estudo, entendimento e desenvolvimento de
materiais em escala hanomeétrica, podendo proporcionar novos usos para materiais
ja conhecidos comercialmente (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019). Segundo Gu et al.
(2013), o desenvolvimento e aplicacdo da Nanotecnologia em algumas areas, como
por exemplo, a veiculacdo de farmacos, sdo capazes de alterar por completo o
tratamento de varias doencas, e por esse motivo, a industria farmacéutica tornou-se
cada vez mais interessada nos avancos nanotecnoldégicos. Isso se deve, em especial,
ao fato de que os nanomateriais demonstram potencial no desenvolvimento de novas
formulacdes, anteriormente impossiveis, além de oferecer novas ferramentas
diagndésticas (GU et al., 2013).

A utilizagdo de elementos em nanoescala possibilita uma variedade de novas
aplicacbes, novos materiais e novas tecnologias, visto que um material pode
apresentar propriedades fisico-quimicas diferentes se utilizado em escala
nanométrica, comparado ao mesmo material em escala convencional. Esse fato é
denominado com efeito de tamanho (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019). Além disso, a
reducdo de particulas para a nanoescala causa o aumento da da area superficial do
material, sendo importante para sua reatividade quimica e funcionalidade (HUPFFER,;
LAZZARETTI, 2019).

Outro destaque dos produtos nanotecnoldgicos € a propriedade que possuem
de liberacdo controlada do farmaco, cujo perfil de liberacdo é mostrado na Figura 1.
Essa caracteristica € altamente desejavel em sistemas terapéuticos mais eficazes,
pois garantem a baixa toxicidade, a utilizagdo de doses menores e prote¢édo do
farmaco no sistema terapéutico contra possiveis instabilidades do organismo
(PORTO et al., 2020).
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Figura 1 - Comparacéo do perfil de liberagé@o entre sistemas convencionais e sistemas de liberagéo
controlada de farmacos.

500 A = Liberagao controlada
B = Terapia Convenciaonal T

nivel téxico

nivel desejavel

nivel ineficaz

.

Nivel plasmatico do material ativo ng/cm3

Tempo
Fonte: Bizerra e Silva (2015)

1.1.1 Nanocarreadores

Os nanocarreadores (NC) existem nos mais diversos tipos, diferindo em suas
caracteristicas fisico-quimicas, comportamento no organismo e composi¢ao. A Figura
2 mostra alguns dos principais tipos de nanocarreadores, dispostos na ordem

cronolégica de sua descrigdo na literatura.
Figura 2 - Tipos de nanocarreadores, dispostos na ordem cronolégica. NLS = nanocarreador lipidico
solido; CLN = carreador lipidico nanoestruturado.

Lipossoma Nanocdpsulas

Nanoparticulas Micelas
Mectalicas 1043 1978 1993
- ~ LO\ . . -
'-- -' ’ »
1857 1965 1990
Dendrimero Nanoesfera

Microemulsio

Polimerossoma

Nanoemulsio

Fonte: Apolinéario et al. (2020)
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Uma breve descri¢do de cada tipo de NC é vista abaixo:

a)

b)

d)

f)

g9)

h)

Nanoparticulas Metdalicas: sdo particulas elaboradas a partir de diferentes
materiais metalicos em escala nanométrica (APOLINARIO et al., 2020).
Microemulsfes: sao sistemas liquidos, opticamente isotropicos e
termodinamicamente estaveis, formados uma fase polar e uma fase apolar e
um ou mais tensoativos (APOLINARIO et al., 2020).

Lipossomas: sao estruturas vesiculares com interior aquoso delimitado por
uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, podendo conter colesterol para
aumentar a rigidez (APOLINARIO et al., 2020).

Dendrimeros: sdo estruturas quase esféricas que apresentam um alto namero
de subgrupos funcionais reativos e espacos interiores protegidos. S&o
altamente ramificados, tridimensionais e monodispersos, assemelhando-se a
estrutura de uma arvore (TOPAN, 2016).

Micelas: sao nanoestruturas formadas a partir da autoagregacdo de
tensoativos, poliméricos ou nédo, que sendo anfifilicos, acarretam a formacao
de um ntcleo hidrofébico rodeado por porcéo hidrofilica (APOLINARIO et al.,
2020).

Nanoemulsdo: semelhantes as microemulsfes, as nanoemulsdes também
sao dispersdes coloidais, formadas pelas fases polar e apolar. No entanto, elas
sdo termodinamicamente instaveis, dessa forma, podendo ocorrer a separacao
de fases ao longo do tempo. Apesar disso, elas costumam apresentar boa
estabilidade cinética (APOLINARIO et al., 2020).

Nanocarreadores Lipidicos Sdélidos: sdo nanoesferas compostas de um
nacleo lipidico sélido (0.1-30%), o qual é disperso em fase aquosa por
tensoativos. Elas se apresentam sélidas tanto a temperatura ambiente quanto
biol6gica (APOLINARIO et al., 2020).

Nanoesferas: consideradas sistemas matriciais, as nanoesferas sé&o
estruturas sélidas formadas por uma densa rede polimérica sem nucleo liquido,
podendo acarretar a liberacdo retardada de farmacos presos no interior da
malha polimérica.

Carreadores Lipidicos Nanoestruturados: sdo considerados uma
modificacdo das nanoparticulas lipidicas solidas, cujos nucleos podem conter

lipidios sélidos e liquidos a temperatura ambiente (APOLINARIO et al., 2020).
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j) Polimerossomas: sdo considerados anélogos estruturais dos lipossomas,
também vesiculares, porém com bicamada polimérica, a qual é formada a partir
da autoagregacéo de copolimeros anfifilicos (APOLINARIO et al., 2020).

k) Nanocapsulas: sdo compostas por um interior oleoso rodeado por uma
monocamada polimérica, mostrando-se muito Uteis na encapsulacdo de
farmacos hidrofébicos. S&o consideradas um sistema reservatorio
(APOLINARIO et al., 2020).

No presente trabalho, os NC empregados sdo as nanoemulsdes, cujas

caracteristicas sdo vistas com mais detalhes no item a seguir.

1.1.2 Nanoemulsdes

Por definicdo, as NEs, ou emulsdes de tamanho em nanoescala, sao sistemas
dispersos formados pela mistura de dois liquidos imisciveis, que sdo estabilizados e
homogeneizados com auxilio de agentes emulsificantes (tensoativos/surfactantes).
Suas goticulas costumam apresentar uma distribuicdo de tamanho uniforme (20-500
nm) (MOGHASSEMI et al.,, 2022). As NEs, representadas na Figura 3, sdo uma
ferramenta da nanotecnologia muito utilizadas na veiculacdo de compostos ativos,
capazes de melhorar o direcionamento, a permeabilidade e a retencao de ativos e de
farmacos (SABIR et al., 2021).

Figura 3 - Representacdo esquematica de goticula de nanoemulsdo O/A.

,»’/ Fase aquosa o\

ﬁ?’f ’ droga hidrofébica
.‘\—\ /_/_. 7 cabega hidrofilica .
.f. N .‘/—‘ cauda hidrofébica Arckant

goticula de éleo

Fonte: adaptado de Yukuyama (2016)
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As NE apresentam inumeras vantagens se comparadas as emulsdes
tradicionais, que incluem maior area interfacial, estabilidade cinética, absor¢cdo mais
rapida e a possibilidade de melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do farmaco
(MOGHASSEMI et al., 2022). Além disso, as NEs apresentam boa estabilidade a
longo prazo, apresentam meétodos simples de sintese e podem ser produzidas em
uma variedade de formulagbes, como espumas, cremes, liquidos e sprays
(MOGHASSEMI et al., 2022).

1.2 Astaxantina
1.2.1 Caracteristicas gerais

A astaxantina (ATX), cujo nome quimico é 3,3'-diidroxi-[3,3-caroteno-4,4'-diona,
€ um pigmento carotendide lipossolivel com propriedades antioxidantes 10 vezes
mais poderosas que do [-caroteno. Isso € explicado pela sua estrutura molecular
(Figura 4), formada por uma cadeia linear de polieno e dois anéis 3 terminais, com
uma hidroxila e carbonila apresentadas em cada anel (STACHOWIAK; SZULC, 2021).
A ATX elimina espécies reativas de oxigénio (ERO) e outras espécies reativas (como
de enxofre e carbono) diretamente, tanto doando elétrons quanto ligando-se ao
radical livre para formar um produto nao reativo. Além disso, a presenca de uma série
de ligacBes conjugadas na regido central apolar da ATX permite que a molécula
remova os radicais livres (elétrons de alta energia) do interior das células do
organismo. Sendo assim, a ATX protege as membranas celulares contra ERO e
danos oxidativos (PEREIRA et al., 2021).

Além disso, a presenca de 11 ligacdes duplas conjugadas em sua estrutura
molecular € o que I|he confere sua coloracdo avermelhada caracteristica
(STACHOWIAK; SZULC, 2021).

14



Figura 4 - Estrutura quimica da astaxantina — ATX.

0

Astaxanthin

Fonte: Santos (2020)

ATX é naturalmente encontrada em peixes como o salméo do Atlantico, truta
arco-iris, charuto do Artico e dourada, em crustaceos como krill, camaréo e lagosta,
em aves pernaltas como flamingo e ibis, e em alguns microrganismos, planctons e
algas (STACHOWIAK; SZULC, 2021). Este composto possui caracteristicas muito
interessantes para aplicacdes na area da saude, que incluem prevencao do estresse
oxidativo, regeneracdo celular, efeitos neuroprotetores, antiproliferativos, anti-
inflamatérios, antiapoptéticos, antidiabéticos, anticancerigenos e protetores da pele
(CHANG; XIONG, 2020).

1.2.2 Mercado

Em 2019, o tamanho do mercado global de astaxantina foi estimado em US$
1,0 bilh&o e estudos sugerem que o mesmo deve crescer em um ritmo acelerado nos
préximos anos (GRAND VIEW RESEARCH, 2020). A producao de ATX a partir de
fontes naturais, como algas ou leveduras, tornou-se uma das atividades mais
populares no setor biotecnologico, devido aos baixos custos de manutencéo e a
grande demanda em aplicagbes em ragdes, alimentos, farmacéuticos e nutracéuticos,
0 que contribui muito para o crescimento desse segmento no mercado (GRAND VIEW
RESEARCH, 2020). Assim sendo, a Figura 5 mostra uma projecao de crescimento

do mercado de ATX nos Estados Unidos para os proximos anos.
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Figura 5 - Tamanho do mercado de astaxantina, por produto, de 2016 a 2027 em milhdes de ddlares.
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Fonte: Grand View Research (2020)

No entanto, existe uma dificuldade da utilizacdo da ATX em sua forma livre,
pois a mesma apresenta baixa biodisponibilidade e alta hidrofobicidade, resultando
em uma baixa absor¢cdo de ATX pelo organismo humano (KHALID et al, 2017).
Encapsular a ATX em sistemas de liberacdo, como por exemplo, nanodispersoes,
lipossomas e nanoemulsdes, seria uma possivel solugdo para esses impasses, visto
que, segundo Khalid et al. (2017), diversos estudos ja provaram o aumento de
biodisponibilidade e funcionalidade da ATX encapsulada.

1.2.3 Aplicacbes Bioldgicas

1.2.3.1 Doencas Cardiovasculares

Doencas cardiovasculares sao doencas relacionadas aos vasos sanguineos e
ao coracao, como por exemplo, insuficiéncia cardiaca, doenca cardiaca congénita e
doenca cerebrovascular (KUMAR et al., 2021). Muitas doencas cardiovasculares
estdo relacionadas a espécies reativas de oxigénio (ERO). Assim sendo, as
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes da ATX sdo capazes de reduzir
significativamente o nivel de estresse oxidativo e o tempo de transito sanguineo
(KUMAR et al., 2021; MEDHI; KALITA, 2021). Além disso, a ATX consegue reduzir
os niveis de triglicerideos e colesterol LDL (low density lipoprotein), que sdo gorduras
que, em excesso, depositam-se nos vasos sanguineos, bem como aumentar o
colesterol HDL (high density lipoprotein), o colesterol “bom”, responsavel por levar o

colesterol dos tecidos para o figado, para que seja eliminado (MEDHI; KALITA, 2021).
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1.2.3.2 Diabetes

Diabetes mellitus, conhecida popularmente apenas como diabetes, refere-se a
um grupo de distlrbios metabdlicos que € reconhecido pelo alto nivel de acucar no
sangue que se mantém por longos periodos. Estudos epidemiologicos recentes
indicam uma correlagdo inversa entre o nivel de carotendides no plasma sanguineo
e a incidéncia de diabetes mellitus (MEDHI; KALITA, 2021). Sabe-se que o estresse
oxidativo, causado principalmente por hiperglicemia induzida por ERO, tem um efeito
prejudicial na progressao do diabetes. Dessa forma, a atividade antioxidante superior
da ATX pode compensar o dano oxidativo através de diversos mecanismos, como a
eliminacdo de radicais livres, dificultando a peroxidacdo de lipidios e extincdo do
oxigénio singleto basal (JAFARI et al., 2022).

1.2.3.3 Doencas Oculares

ATX pode ser usada no tratamento de doencas oculares induzidas por estresse
oxidativo, incluindo DMRI (degeneracdo macular relacionada a idade), olho seco
devido ao envelhecimento, alergias, inflamacdes, entre outras. A ATX ajuda a
proteger as células da retina contra danos oxidativos e luz ultravioleta, bem como
aliviar os sintomas de fadiga ocular, através da inibicdo de producdo de ERO e de
morte celular da retina (JAFARI et al., 2022; MEDHI; KALITA, 2021).

1.2.3.4 Doencas Neurologicas

As doencas neurolégicas sdo patologias que acometem o sistema nervoso
central e periférico. Tratando-se de um poderoso antioxidante com propriedades
restauradoras, antissépticas, antienvelhecimento e anti-inflamatorias, a ATX pode ser
utilizada no tratamento e prevencdo de muitas doencas neurologicas, como dor
neuropatica, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica, deméncia e Doenca de Huntington (JAFARI et al., 2022; MEDHI; KALITA,
2021). Isso de deve ao fato de que, embora doencas neuroldgicas tenham diferentes
agentes causadores, muitas delas compartiiham -caracteristicas bastante
semelhantes, como a liberagdo de metais redox combinada com oxigénio e niveis de
ERO em células de aumento neuronais causada pelo estresse mitocondrial (MEDHI;
KALITA, 2021).

1.2.3.5 Saude da pele
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Muitos estudos avaliaram a eficicia da ATX na pele e demonstraram que ela
melhora a elasticidade, textura e teor de umidade da pele, além de diminuir rugas e
sinais visiveis de envelhecimento (JAFARI et al., 2022). A pele humana é diariamente
exposta a radiacdo ultravioleta da luz solar, que produz ERO e consequentemente
degrada a saude da pele. Esse estresse oxidativo pode acarretar irregularidades do
tom de pele, envelhecimento prematuro, bem como diminuir as proteinas essenciais
da pele (KUMAR et al., 2021). Além disso, com o envelhecimento, a pele pode sofrer
varias alteracdes, como quebra do DNA, baixa sintese de antioxidantes, resposta
inflamatéria e MMPs (metaloproteinases), causando a quebra do coladgeno e da
elastina, juntamente com outros eventos oxidativos, que podem gerar resisténcia a
tracdo e a elasticidade, causando manchas senis, rugas e interrup¢cdo na matriz
dérmica celular (KUMAR et al., 2021). Esses problemas de pele podem ser tratados
pela administracao tépica ou oral de ATX, um potente antioxidante e anti-inflamatorio
capaz de suprimir a formacao de rugas e o espessamento da pele, aumentar as fibras
de colageno e a densidade dos capilares, inibir a ERO e influenciar a cinética do
reparo do DNA (JAFARI et al., 2022; KUMAR et al., 2021).

1.2.3.6 Cancer

O cancer é essencialmente o crescimento de células malignas. Muitas
pesquisas evidenciam os efeitos anticancerigenos da ATX em varios tipos de cancer,
incluindo leucemia, cancer de pele, de bexiga, de célon, de prostata, de mama, cancer
oral, e carcinoma hepatocelular (JAFARI et al., 2022; MEDHI; KALITA, 2021). Estudos
revelaram que a ATX apresenta atividade anticancerigena por varios mecanismos,
como inibicdo do crescimento celular, interferéncias no ciclo celular e indugéo de
apoptose, sendo capaz de reduzir a expressdo de proteinas anti-apoptoticas e
aumentar a expressao de proteinas pro-apoptoticas (FARAONE, et al. 2020; JAFARI
et al., 2022). Neste contexto, o tratamento com ATX pode ser considerado como um
potencial substituto de tratamento de cancer em pacientes que apresentam

resisténcia a terapia convencional.

1.2.4 Analise de Inovacéao tecnolégica: Propriedade Intelectual e patentes
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Baseado nas patentes encontradas no Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI) e no banco de dados da European Patent Office (EPO), vé-se que
a astaxantina geralmente € utilizada na sua forma livre, em farmacos, cosmeéticos,
produtos alimenticios e racdes. As patentes de Lockwood (2018) e Sharoni e Levy
(2002) foram as Unicas patentes nacionais encontradas em que a ATX é utilizada em
preparacdes farmacéuticas para o tratamento de cancer. Em ambos os casos, no
entanto, a ATX encontra-se associada a outros carotendides, como betacaroteno,
cataxantina, zeaxantina e luteina, e licopeno.

A nivel mundial, existem varias patentes nas quais a ATX € aplicada ao
tratamento de cancer. A patente de Li (2020), por exemplo, utiliza ATX e ginsenosideo
Rg3 para a producédo de uma droga utilizada no tratamento de cancer de figado, e a
patente de Shepherd (2021) prop6e um método no qual se adiciona astaxantina
glucosidica a um material transportador, como pilula ou 6leo, para o tratamento de

véarias doencas, em especial o cancer.

2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e caracterizar nanoemulsdes contendo ATX (NE/ATX) e na sua
forma sem principio ativo (NE vazia), utilizando o éster miristato de isopropila (Ml)

como nucleo lipofilico inovador.

2.2 Objetivos Especificos

° Desenvolver nanoemulsdes associadas com astaxantina

° Caracterizar fisico-quimicamente as nanoemulsdes, com e sem
astaxantina, utilizando espectroscopia UV-Visivel, testes de estabilidade e
medidas de espalhamento dinamico da luz (DLS), potencial Zeta ({) e indice
de polidisperséo (Pdl).

o Avaliar o perfil de citotoxicidade de NE/ATX e ATX livre em

cultura celular de fibroblastos murinos
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

A 4gua utilizada para o preparo das formulacdes foi do tipo ultrapura obtida do
sistema Gehaka Master System All Wfi, Sdo Paulo. Para o preparo das NE, os
seguintes reagentes quimicos foram utilizados: Pluronic F68 (Sigma Aldrich), Acetona
e dimetil-sulfoxido (J. T. Baker, S&o Paulo, Brasil), lecitina de soja Lipoid S100 (LIPID
Ingredients & Technologies, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil), agua ultrapura obtida
do sistema E-Pure Barnstead (Millipore, Cotia, S&o Paulo), Miristato de Isopropila (J.

T. Baker, Sao Paulo, Brasil) e Astaxantina (Sigma Aldrich).
3.2 Métodos

3.2.1 Sintese de nanoemulsGes poliméricas para associacdo de
astaxantina pelo método de emulsificacdo espontédnea sob pressao

reduzida

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método descrito por Paula et al.

(2017), que pode ser visto esquematicamente na Figura 6.

Figura 6 - Modelo esquemético da metodologia de sintese das NE/ATX.

Fase lipofilica

E Gotejamento
Fase aquosa [

55°C NE/ATX

Segundo Estégio: Terceiro Estagio:
Adicéo Emulsificacdo

Fonte: Autora

Primeiro Estagio:
Dissolugdo
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A formulacéo foi preparada utilizando banho termostéatico na temperatura de
55°C com o auxilio de reatores camisados para termostatizacdo, 0s quais estavam
conectados ao banho de circulacdo, mantendo um fluxo continuo de aquecimento e
agitacdo magnética. Estes reatores sdo especificos para aquecimento de tubos
conicos do tipo Falcon 50 e o sistema foi submetido a agitagdo magnética moderada,
constante a 400 rpm, aproximadamente.

O processo de preparo da formulacédo se baseou na mistura de fases lipofilica
(FL) e aquosa (FA). Preparou-se a FL em tubo tipo Falcon P50, aquecido nos reatores
camisados a 55°C e com agitacdo magnética moderada. Posteriormente foram
adicionados 10 mL de acetona e 75 mg de lecitina de soja de alta pureza (Lipoid
S100), mantendo-se as condic¢des iniciais de temperatura e agitacdo. Apos a total
homogeneizacéo do Lipoid, foram adicionados 100 pL de uma solugcéo de 50 mg/mL
de ATX em Dimetilsulfoxido (DMSO), previamente preparada, e em seguida, 250 pL
de Miristato de Isopropila. Simultaneamente, FA foi preparada através da mistura de
20 mL de agua ultrapura (do tipo Milli-Q) com 75 mg do tensoativo aniénico Pluronic
F-68 (Kolliphor P188), mantendo também as mesmas condi¢cdes iniciais de
temperatura e agitacdo magnética.

Apbs o término da homogeneizacdo de ambas as fases, a FL foi adicionada
por gotejamento a FA, a fim promover a primeira fase da emulsificacédo. Ao finalizar o
gotejamento, manteve-se a temperatura a 55°C e a agitagcdo magnética constante
durante 20 minutos. Em seguida, todo o solvente organico (acetona) foi retirado do
meio através de técnica de rotaevaporacédo a pressao reduzida para obtencéo de 10

mL da nanoemulséo final.

3.2.2 Caracterizagéao fisico-quimica das nanoemulsdes

3.2.2.1 Determinac&o do Didmetro Hidrodinamico, Potencial Zeta e indice
de Polidisperséao

O diametro hidrodindmico das goticulas das NE foi determinado através da
técnica de Espalhamento Dinamico da Luz (DLS - Dynamic Light Scattering). Esse
procedimento foi realizado no equipamento Zetasizer (Nano-ZS, Malvern
Instruments, Reino Unido), no Departamento de Farmacos e Medicamentos desta
Faculdade. Os tamanhos das goticulas foram avaliados na auséncia e presenca de

ATX, para a verificacao da influéncia direta da incorporacédo desta na formulagéo.
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Também foram realizadas andlises de Potencial Zeta () e do indice de
Polidispersdo (Pdl) das amostras, que foram diluidas em &gua ultrapura em
proporcao de 1:100, para posterior leitura nas cubetas de acrilico especificas do

equipamento.

3.2.2.2 Teste de estabilidade térmica

Os parametros mencionados no item 3.2.2.1 foram monitorados em amostras

de NE/ATX separadas, mantidas a 7°C e 25°C, respectivamente, durante 15 dias.

3.2.2.3 Espectroscopia de absor¢cao no UV-visivel

A ATX nanoencapsulada foi quantificada por espectroscopia de absorcéo,
utiizando um espectrofotbmetro de UV-Visivel Thermo. Primeiramente, foi
desenvolvida a curva padrao de calibragdo. Uma solugao estoque de 300 ug/mL de
ATX em DMSO foi preparada, e usada para a realizacao de diluicdes sucessivas (5
- 40 pg/mL) para constru¢do da curva espectroanalitica em DMSO. Esta curva foi
utilizada posteriormente para quantificacdo da ATX associada a NE. Assim, foi
preparada uma solucéo adicionando-se 200 uL de NE/ATX a 4,8 mL de DMSO, a
gual foi submetida a um sistema com agitacdo moderada e banho termostatizado a
55°C durante 15 minutos e, em seguida, a mais 15 minutos em banho ultrassénico,
para garantir a digestdo da formulagdo em DMSO. Por fim, a absorbancia da

amostra foi lida e p6de-se quantificar a concentracdo de ATX nanoencapsulada.

3.2.2.4 Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia no UV-visivel (2D e

3D)

A ATX livre foi quantificada por espectroscopia de fluorescéncia em 2D e 3D,
utilizando um Espectrofluorimetro RF-6000 Shimadzu. Uma solugao de 75 ug/mL de
ATX em Metanol foi preparada e colocada em uma cubeta de quartzo de 4 faces
polidas para leitura de fluorescéncia. Para a analise, foi estabelecido um protocolo
com excitagdo na faixa de 400 a 480 nm, emissao na faixa de 510 a 670 nm,
velocidade de escaneamento de 6000 nm/s e fendas de excitacdo e emisséo de
3,0/20,0 nm.
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3.2.2.5 Protocolo de cultivo celular

Linhagens de células de fibroblastos murinos (3T3-NIH, ATCC® CRL-1658)
foram cultivadas em frascos para cultura de 75 cm?, com utilizacdo do meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino a
10%, e incubadas a 37°C, com atmosfera umida a 5,0% de CO:2. As células foram
cultivadas até atingir a confluéncia, e posteriormente, tratadas com uma solugéo de
tripsina 0,05% Gibco® para solta-las da monocamada no processo de repicagem. O
processo de tripsinizacéao foi interrompido pela adicdo do meio DMEM suplementado,
gue passou por 5 minutos de centrifugacéo. As células, entdo, foram ressuspendidas
em 10 mL e replagueadas, e o meio de cultura foi completamente renovado até trés

vezes semanais

3.2.2.6 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular foi realizado pelo método colorimétrico
da resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido, Sigma-Aldrich Co, MO, EUA)
para avaliar a citotoxicidade da NE na presenca e auséncia da ATX em diferentes
teores (2,5 - 50%). O método seguiu o protocolo descrito por Rezende e
colaboradores (2019), e teve fibroblastos murinos (3T3-NIH, ATCC® CRL-1658) como
modelo bioldgico, cultivados de acordo com a metodologia apresentada na secao
3.2.2.5. Apl6s 24 horas do tratamento das células com as formulacbes em estudo,
uma solucao de resazurina 10% em DMEM foi adicionada as amostras, que ficaram
incubadas durante 24 horas. As leituras espectrofotométricas dos po¢cos em 570 nm
(com correcéo de absorcéo basal em 590 nm) foram realizadas na sequéncia e 0s
resultados, dados em porcentagem, foram calculados segundo a Equacéo 1:

Células viaveis(%) = (D.O.amostra/D.O.controle) x100 (1)

4 .Resultados e Discussao

4.1 Determinac&o do Diametro Hidrodinamico, Potencial Zeta e indice de

Polidispersao

O tamanho de particula e a distribuicdo de tamanho séo informacdes

fundamentais de caracterizacdo fisico-quimica, visto que podem influenciar a
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liberacdo do composto e a estabilidade, bem como auxiliam na determinacdo de
caracteristicas como distribuicdo in vivo, destino biologico, toxicidade e capacidade
de direcionamento das mesmas. Além disso, a medida de potencial Zeta é um
parametro usualmente utilizado como indicativo de estabilidade das nanoemulsdes
(CODEVILLA et al., 2015).

Neste trabalho, foram preparadas NE com a presenca da ATX na concentracao
de 0,5 mg/mL e sem a mesma. A partir dessas amostras foram realizadas medidas
de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e potencial Zeta, obtendo-se entéo
parametros como tamanho de particula, indice de polidispersao (PDI) e carga das
nanoparticulas como apresentado na Tabela 1 e nas Figuras 7 e 8.

Tabela 1 - Dados referentes aos valores médios de tamanho de particula, PDI e potencial Zeta das NE
preparadas no periodo de 45 dias

Tamanho de Pdl Potencial Zeta
particula (nm) (mV)
|
NE vazia 4926 + 23,89 0,170 + 0,024 -416+294
|
NE/ATX 41,9 + 13,92 0,982 + 0,015 -37,8+7,21

Fonte: Autora

Figura 7 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho médio de particulas, Pdl e potencial Zeta

em funcdo do tempo para NE/ATX.
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Figura 8 - Estudo de estabilidade monitorando-se o tamanho médio de particulas, Pdl e potencial Zeta
em funcéo do tempo para NE vazia.
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Fonte: Autora

Através dos dados apresentados, pode-se concluir que as amostras de NE
vazia mostraram tamanhos de particula elevado, embora préximos do limite superior,
500 nm, tamanho a partir do qual as nanoemulsdes tendem a ficar fisicamente mais
instaveis (BRUXEL et al., 2012). Ja& a NE/ATX exibiu valores de tamanho
extremamente adequados (< 100 nm). Os valores de potencial Zeta se mantiveram
estaveis durante todo tempo de andlise para ambas as formulacdes, bem como
apresentaram valores >|30 mV|, indicando uma maior repulséo eletrostatica em as
particulas, ou seja, uma menor possibilidade de agregacao. Tudo isso evidencia uma
excelente estabilidade das particulas.

No entanto, enquanto a NE vazia apresentou valores adequados de PdI
(<0,25), indicando monodisperséo do sistema, isto €, homogeneidade das particulas
em suspensdo, a NE incorporada com ATX apresentou valores altissimos de Pdl,
préximos a 1, o que ndo é muito vantajoso, pois indica populagbes muito
polidispersas, podendo levar a formacdo de aglomerados. No estudo de
Roychowdhury et al. (2021), o tamanho médio das goticulas da nanoemulsao
preparada contendo astaxantina foi de 43,8 + 3,6 nm com Pdl de 0,401 e potencial
zeta de -15,4 £ 9,4 mV. Nota-se, assim, que o Pdl obtido por Roychowdhury et al.
(2021) é bem inferior ao valor encontrado neste trabalho. Uma possivel explicacdo
para esse acontecimento consiste na baixa solubilidade da ATX no Miristato de
Isopropila, o que dificulta a incorporacdo da mesma na NE, que pode acabar se

aglomerando.
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4.2 Teste de estabilidade térmica

O teste de estabilidade térmica das NE/ATX foi realizado durante um periodo

de 15 dias e os resultados sao mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Dados referentes aos valores médios de tamanho de particula, PDI e potencial Zeta da
NE/ATX, comparando a amostra inicial com as amostras ap6s 15 dias armazenadas em diferentes

temperaturas (7°C e 25°C).

Tamanho de Pdl Potencial Zeta
particula (nm) (mV)
| |
Amostra inicial 38,9+4,85 1,000 + 0,000 -31,4+1,77
(Dia 0)
Amostraa 7°C 57,1 + 15,25 0,973 + 0,046 -45,6 + 4,33
(Dia 15)
| |
Amostra a 25°C 8412+ 1294 0,962 + 0,034 -35,8+0,7
(Dia 15)

Fonte: Autora

Como pode-se observar na tabela acima, em apenas 15 dias foi possivel
verificar o efeito da temperatura na estabilidade das formulagdes, sendo o parametro
mais notavel o tamanho das particulas. Enquanto a amostra armazenada em
refrigerador (7°C) manteve-se relativamente estavel, com um aumento de menos de
1,5 vezes, a amostra armazenada a temperatura ambiente (25°C) apresentou um
aumento de tamanho extremamente significativo, cerca de 21,5 vezes maior que a
amostra inicial. Isso indica, portanto, uma sensibilidade da NE/ATX a temperatura e
mostra que o armazenamento a 7°C é visivelmente superior em relacdo a estabilidade
das amostras. Isso ocorre pelo fato de que, temperaturas mais baixas de
armazenamento, ajudam a minimizar as taxas de oxidacéo térmica, contribuindo para
estabilidade quimica e estrutural das nanoemulsées (MCCLEMENTS; DECKER,
2000).

4.3 Espectroscopia de absorcdo no UV-Visivel

4.3.1 Construcéo dacurvade calibragdo espectro-analitica da astaxantina

Através do método espectroanalitico de absor¢cdo no UV-Visivel foi realizado o

delineamento da curva espectroanalitica. Primeiramente, através de um
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escaneamento das amostras para a obtencao do espectro de absor¢céo da ATX em
DMSO em diferentes concentracdes (Figura 9), foi determinado que o comprimento
de onda de absor¢cdo maxima encontra-se no valor de 490 nm. Dessa forma, a partir
dos valores de absorbancia maxima obtidos em cada amostra de concentracdo

diferente, foi delineada a curva de calibracdo da astaxantina (Figura 10).

Figura 9 - Espectro de absor¢éo da Astaxantina livie em DMSO em diferentes concentracdes, variando
de 5-40 pg/mL.
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Fonte: Autora

Figura 10 - Curva espectroanalitica da Astaxantina livre em 490 nm, correlacionando a concentragdo
e a absorbancia, com equacéo de reta de y = 0,0196x + 0,0107 e R?=0,9993.
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Dessa forma, a quantificacdo foi realizada seguindo o método descrito no
item 3.2.2.3. A partir da absorbancia encontrada (0,038 u.a.) foi possivel calcular a
concentragcdo de ATX presente na amostra, correspondente a 1,393 pg/mL. Feitos
os devidos calculos de diluicdo, chega-se a uma NE/ATX com concentracao real de
ATX de 34,82 ug/mL. Considerando a concentracdo tedrica igual a 0,5 mg/mL,
obtém-se o valor de 6,964% de taxa de incorporacdo de ATX na formulacdo de
NE/ATX.

Durante o decorrer deste experimento, foram avaliadas a utilizacdo de outros
solventes (como acetona, 6leo de soja e 6leo de uva) e concentracfes de ATX
(variando de 0,005 a 0,5 mg/mL), sendo que a solubilizacdo de ATX em DMSO para
futura adicdo na fase lipofilica no processo de sintese de NE foi a que obteve
melhores resultados, ou seja, apesar do baixo teor de incorporacao, ainda assim foi
a melhor maneira encontrada de adicionar a ATX a NE.

Esse fato demonstra que existe uma necessidade de se reavaliar o método
de sintese proposto, bem como um possivel diferente solvente lipofilico, visando
uma melhor dissolucdo de ATX. Entretanto, esse teor pode ser considerado para
ensaios in vitro futuros que poderao atestar o efeito de nanocarreamento e potencial

efeito terapéutico ampliado do antioxidante biotecnolégico de alta performance.

4.4 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia (2D e 3D)

O perfil de emissdo de ATX, em sua forma livre e dentro da NE, em meio
organico (Metanol) foi obtido através do estudo de espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia no UV-visivel. A Figura 11 abaixo mostra o espectro 2D de emisséo de

fluorescéncia das amostras.
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Figura 11 - Comparagéo entre os espectros 2D de emissdo de fluorescéncia (a) e emissdo de
fluorescéncia normalizada (b) da ATX em metanol em sua forma livre (ATX livre) e dentro da NE
(ATX/NE), com excitacdo em 490 nm e emissao variando de 520 a 650 nm, fendas de 15 nm /15 nm
para excitacdo/emissao.

8000

7000

6000

5000

4000

(a)

ATX livre

3000 NE ATX

Intensidade de Flurescéncia (u.f.)

520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

Comprimento de onda (nm)

0,8

(b)

—ATX livre

1/Iméx
2

ATX/NE
0,4

0,2

0
520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

Comprimento de Onda (nm)

Fonte: Autora

Os resultados demonstram a manutencdo do perfil de emissdo de
fluorescéncia entre as amostras de ATX livre e ATX/NE, com maximos em 562 nm e
564 nm, respectivamente. Isto sugere que o procedimento de nanoemulsificacédo
obteve sucesso na incorporacdo do composto ativo, que manteve suas propriedades
nos diferentes ambientes quimicos do estudo.

Em seguida, foram realizadas as analises relativas ao estudo de
espectroscopia de emissado de fluorescéncia no UV-visivel em 3 dimensdes (3D),

mostradas nas Figuras 12, 13, 14 e 15.
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Figura 12 - Gréfico 3D de espectroscopia de fluorescéncia de ATX livre em metanol, com maximo de
emissdo e excitacdo em 568 nm e 448 nm, respectivamente, fendas de 3 nm / 20 nm para

excitacdo/emisséo e velocidade de scan de 6000 nm/min.
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Figura 13 - Gréfico 3D de espectroscopia de fluorescéncia de ATX/NE em metanol, com méaximo de
emissdo e excitacdo em 566 nm e 448 nm, respectivamente, fendas de 3 nm / 20 nm para

excitacdo/emisséo e velocidade de scan de 6000 nm/min.
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Figura 14 - (a) Espectroscopia de fluorescéncia Em x Ex da ATX livre em metanol (b) Curva de emissdo
da ATX livre com excitagéo fixa de 448 nm (C) Curva de excitagdo da ATX livre com emisséo fixa de

568 nm.
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Figura 15 - (a) Espectroscopia de fluorescéncia Em x Ex da ATX/NE em metanol (b) Curva de emisséo
da ATX/NE com excitagéo fixa de 448 nm (C) Curva de excitagdo da NE/ATX com emisséo fixa de 566

nm.
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Como pode-se ver, o delineamento do estudo espectroscopico de
fluorescéncia foi concluido com exceléncia, tendo sido possivel a obtencdo de
imagens 2D e 3D satisfatérias da ATX livre e nanoencapsulada. Através da
comparacao entre as Figuras 12 e 13, e 14 e 15, percebe-se a manutencédo do perfil
3D de fluorescéncia entre ATX livre e ATX/NE, assim como ocorrido na analise 2D.
Sendo assim, é possivel afirmar que a astaxantina foi eficientemente encapsulada, e

manteve suas propriedades de fluorescéncia em ambos 0s ambientes quimicos.

4.5 Ensaio de Citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado utilizando-se o método da resazurina
como descrito na secdo 3.2.2.6. Para o NE/ATX foram utilizados teores de 2,5% a
50% e para ATX livre, os teores de 25% e 50%. A ATX livre foi previamente diluida
em DMSO. Foi realizado o controle com meio DMEM (com 3% de soro fetal bovino).

Foram realizadas as andlises estaticas e os resultados estdo apresentados na Figura
16.

Figura 16 - Ensaio de Citotoxicidade in vitro de NE/ATX na concentragéo de 34,82 yg.mL* de ATX em
linhagens de fibroblastos de murino NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658) utilizando resazurina, onde CT=
controle; A= 2,5% NE/ATX; B=5% NE/ATX; C=10% NE/ATX; D= 15% NE/ATX; E= 25% NE/ATX; F=
50% NE/ATX; G= 25% ATX livre; H= 50% ATX livre; I= 50% NE vazia. Foi determinada significAncia
estatistica através do teste de andlise de variancia One-way ANOVA, com 95% de significancia,
seguido de pos teste Tukey t-test para multiplas comparacdes (*p<0,05).
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Através da andlise estatistica, foi mostrado que apenas as amostras com ATX
livre (G e H) e NE vazia (I) apresentaram *p<0,05 em relagcdo ao controle (CT),
indicando diferenca estatistica significativa, ou seja, presenca de citotoxicidade.

Considerando que o0s materiais usados na sintese da NE vazia sao
biocompativeis, os resultados apontando citotoxicidade s&o inesperados. No estudo
de Primo (2009), foram realizados ensaios de citotoxicidade in vitro em cultura de
fibroblastos humanos, os quais verificaram a viabilidade celular das nanoemulsdes
vazias, semelhantes as preparadas nesse trabalho. Possivelmente, os efeitos
citotoxicos podem estar relacionados ao tamanho das nanoemulsdes ou ao teor de
NE vazia na amostra de tratamento. Para respostas mais precisas, seriam
necessarios estudos adicionais, testando inclusive a biocompatibilidade do miristato
de isopropila utilizado.

Como as amostras de NE/ATX apresentaram a auséncia de diferenca
estatistica significativa em relacdo a CT, conclui-se que ndo ha indicios de
citotoxicidade para os teores de 2,5 a 50% de NE/ATX. Esses resultados, portanto,
sugerem a biocompatibilidade dos nanomateriais desenvolvidos, criando esperancas
para pesquisas futuras com NE/ATX para aplicacdes bioldgicas.

No estudo de Hien et al. (2023), foram realizados experimentos de
citotoxicidade com astaxantina livre e nanoparticulas carreadas com astaxantina, em
trés tipos diferentes de linhagem celular: células de adenocarcinoma de célon humano
(células HT29), células de cancer de figado humano (células HepG2) e macréfagos
murinos (células RAW264.7). Em todas as concentragdes utilizadas, variando de 10
a 500 ug/mL, n&o foram observados efeitos de citotoxicidade.

A pesquisa de Karimian et al. (2022) também indica a baixa toxicidade de
astaxantina em células epiteliais MCF 10A, tanto em 24h quanto em 48h, para
concentracdes que variam de 1,0 a 100 umol/L, com a ATX dissolvida em DMSO.
Com base nessas informacgOes, seria interessante a realizacdo de mais testes
investigativos acerca da citotoxicidade da ATX livre, que apresentou resultados
diferentes comparando o presente trabalho com os da literatura.

Existe a possibilidade de que as diferencas estejam relacionadas aos
diferentes tipos de linhagens celulares e ensaios de citotoxicidade utilizados, sendo
gue tanto Hien et al. (2023) quanto Karimian et al. (2022) utilizaram o teste do MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) ao invés da Resazurina.

No teste do MTT o DMSO costuma ser adicionado para dissolver os cristais de
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formazan que foram criados durante o experimento. Outra possivel explicacdo seria
o alto teor de DMSO usado no preparo das solucdes (8,8% e 17,6% para G e H,
respectivamente), visto que segundo o estudo de Nguyen et al. (2020), concentracdes
de DMSO superiores a 0,6% apresentaram citotoxicidade significante em 4 linhagens
celulares de cancer humano.

Por fim, vale ressaltar a existéncia de mais alguns pontos negativos no estudo
realizado: a presenca de desvios relativamente altos, especialmente para B e E, e 0s
valores de viabilidade superiores a 100% em C e D. Estes sugerem uma precisao nao
tdo elevada do experimento, sendo indicada uma repeticdo do mesmo para

conclusdes mais assertivas.

5.cConclusio

7

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que houve o
desenvolvimento de uma NE vazia monodispersa (Pdl < 0,25) e de tamanho préximo
ao limite estabelecido para sistemas nanoemulsionados (< 500 nm), e de uma NE
incorporada com ATX de excelente tamanho de particula (< 100 nm), porém com
caracteristica polidispersa (Pdl > 0,95), ambas as quais apresentaram valores de
potencial Zeta negativos e com médulo maior que 30 mV, bem como estabilidade
durante o periodo de andlise. Através do método espectroanalitico, foi possivel
observar a manutencdo dos perfis 2D e 3D de emisséo de fluorescéncia entre as
amostras de ATX livre e nanoencapsulada, bem como obter graficos e imagens 3D
muito satisfatorias. Além do mais, foi delineada a curva padrdo de calibracdo da
mesma, com coeficiente de determinacdo obtido na ordem de 0,9993, por meio da
qual, foi possivel obter a concentracdo de ATX presente na formulacdo, cerca de
1,393 pg/mL, que corresponde a uma taxa de incorporacao de 6,964% para NE/ATX.
Os experimentos de citotoxicidade acabaram indicando a citotoxicidade nas amostras
com ATX livre e biocompatibilidade nas amostras de NE/ATX, através das analises
das diferencas estatisticas significativas. No entanto, o estudo também apontou
viabilidades maiores de 100% e desvios relativamente altos e auséncia de diferencas
estatisticas significativas, levando a uma necessidade de repetir o experimento
posteriormente para resultados mais conclusivos.

Embora note-se que a metodologia possa ser melhor trabalhada, sendo

possivel a investigacdo de técnicas mais promissoras, que sejam capazes de
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contornar os pontos criticos encontrados nesse estudo, os resultados mostraram-se
interessantes e abrem caminhos para projetos futuros com este composto promissor

gue € a astaxantina nanoestruturada.
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