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RESUMO

INTRODUCAO: Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas (NCLL) s&o
nanoestruturas biomiméticas, com fase intermediaria entre o solido cristalino e o
liquido isotrépico (ordenada e nao-ordenada). As NCLL apresentam diferentes
arquiteturas formadas pela auto-organizacdo de lipidios em meio aquoso e
morfologicamente apresentam estruturas lamelar (cruz de malta), cubica ou
hexagonal. Os sistemas emulsionados precursores de NCLL favorecem a veiculacao
e liberacdo de farmacos lipofilicos, anfifilicos e hidrofilicos. A curcumina (CUR) é um
composto fitoquimico e polifendlico, e tem propriedades fisico-quimicas com potencial
terapéutico. OBJETIVO: Desenvolver e avaliar sistemas emulsionados precursores
de NCLL para veiculacdo e liberacdo de CUR. METODOS: Neste estudo, o lipidio
utilizado foi a monoleina (Myverol18-92K), como surfactantes e os hidrétropos foram
monoestearato de sorbitano (Span 60®), monolaurato de polioxietileno sorbitano
(Tween 20®), lauril sulfato de sédio (LSS) e poloxamer 407 (P407), e CUR como
farmaco modelo. As NCLL foram preparadas pela mistura de monoleina, surfactantes
ou hidrétropos e agua, mantidas em agitacdo e com controle de temperatura. A CUR
foi adicionada nas formulacdes previamente selecionadas e dispersa nos sistemas
emulsionados precursores de NCLL. As formula¢cdes foram avaliadas quanto
avaliacdo macroscopica, ensaio de centrifugacdo (EC), ensaio de variacdo térmica
(EVT), potencial zeta (PZ), diametro de particulas (DP), indice de polidispersidade
(IPD), potencial hidrogeniénico (pH), microscopia de luz polarizada (MLP),
microscopia confocal a laser (MCL), condutividade ib6nica (CIFT), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho (FTIR), propriedades
mecanicas (dureza, compressibilidade, adesividade, coesividade e mucoadeséo),
teor da CUR e perfil de dissolugéo e liberacdo da CUR. RESULTADOS: Os sistemas
emulsionados precursores de NCLL foram obtidos por diferentes técnicas de
preparacdo com variacdo da adicado da agua, temperatura e agitacao, as quais, foram
importantes para selecéo das formulacdes e das melhores condi¢cdes experimentais
para NCLL. Apos avaliagdo da estabilidade fisico-quimica e caracterizacao estrutural
as melhores formulagcdes selecionadas foram: F1A50°C, F6, DFA-F6, DFB-F6, e nas
trés ultimas a CUR foi incorporada. Todas essas formulacdes apresentaram NCLL no
formato de cruz de malta. O maior percentual de teor da CUR foi observado na
formulacdo DFA-F6 (70%) e no estudo de dissolucao e liberacdo da CUR, a liberacéo



méxima de CUR foi observada apos 28h para formulacdo DFB-F6 (30%). Além disso,
as curvas de DSC mostraram mudanca no estado cristalino da CUR. As curvas obtidas
por FTIR mostraram que o0s estiramentos dos grupamentos quimicos da CUR
permaneceram inalterados, e as propriedades mecanicas foram consideradas Uteis
para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e vias de administragéo.
CONCLUSAO: Desta forma, as condi¢Bes experimentais empregadas possibilitaram
obter sistemas precursores de NCLL no formato de cruz de malta, com potencial para

veiculacdo da CUR.

Palavras-chave: Sistemas biomiméticos. Cristal liquido liotropico. Curcumina.

Sistemas de liberacdo de farmacos. Carreadores de farmacos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Lyotropic liquid crystalline nanoparticles (LLCN) are biomimetic
nanostructures with an intermediate phase between the crystalline solid and the
isotropic liquid (ordered and unordered). The LLCN have different architectures formed
by the self-organization of lipids in aqueous medium and morphologically the LLCN
have a lamellar (maltese cross), cubic or hexagonal structure. The LLCN precursor
emulsified systems favor the delivery and release of lipophilic, amphiphilic and
hydrophilic drugs. Curcumin (CUR) is a phytochemical and polyphenolic compound,
that has physical-chemical properties with therapeutic potential. OBJECTIVE: To
develop and evaluate LLCN precursor emulsified systems to CUR delivery and
release. METHODS: In this study, the lipid used was monoolein (Myverol 18-92K), as
surfactants and as hydrotropes were sorbitan monostearate (Span 60°),
polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20%), sodium lauryl sulfate (LSS),
poloxamer 407 (P407) and CUR as the model drug. The LLCN were prepared by the
mixture of monoolein, surfactant or hydrotropes and water, kept under agitation and
under controlled temperature. The CUR was added in the formulations previously
selected and dispersed in the LLCN precursor emulsified systems. The formulations
were evaluated for macroscopic evaluation, centrifugation essay (CE), thermal
variation essay (VTE), zeta potential (ZP), particle diameter (PD), polydispersity index
(PDI), hydrogenionic potential (pH), polarized light microscopy (PLM), laser confocal
microscopy (LCM), ion conductivity (IC), differential scanning calorimetry (DSC),
infrared spectroscopy with Fourier transform (FTIR), mechanical properties (hardness,
compressibility, adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion), percentage and
dissolution and release profile of CUR. RESULTS: The LLCN precursor emulsified
systems were obtained by different preparation techniques with variation of water
addition, temperature and agitation, in which were important to selection of
formulations and better experimental conditions for LLCN. After physical-chemical
stability evaluation and structural characterization, the best formulations were selected:
F1A50°C, F6, DFA-F6, DFB-F6, these later three ones were incorporated to CUR. All
these formulations presented LLCN in the format of maltese cross. The highest
percentage of CUR content was observed in the DFA-F6 formulation (70%) and in the
dissolution and release study of CUR, the maximum release of CUR was observed
after 28h for DFB-F6 formulation (30%). Furthermore, the DSC curves showed a



change in the crystalline state of CUR. The curves obtained by FTIR showed that the
stretches of the CUR chemical groups remained unchanged, and the mechanical
properties were considered useful to the development of new pharmaceutical forms
and routes of administration. CONCLUSION: Thus, the experimental conditions
applied allowed obtaining the LLCN precursor emulsified systems in the maltese cross
shaped and with potential for the use of CUR.

Keywords: Biomimetic systems. Lyotropic liquid crystals. Curcumin. Drug delivery

systems. Drug carriers.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquemaética da transi¢éo de fases entre sélido cristalino,
cristal liquido € liquIdO ISOtIOPICO.........ceeviiiiiiiiie e e eeee e 30
Figura 2 - Representacdo esquematicas das mesofases dos cristais liquidos
liotropicos do tipo (a) lamelar, (b) hexagonal e (c) cUbiCO..............cceeeeceirnnnnnnne. 31
Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura quimica da MO................cce...... 41
Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do monolaurato de
polioXietileno SOrDItANO...........ccooiiiiie e e 42
Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do monoestearato de
S50 ] 1 17> o o R 43

Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do lauril sulfato de

Figura 7 - Representacao esquematica da estrutura quimica do copolimero............. 44
Figura 8 — Representacao da estrutura quimica da curcumina (1) éter, (2) fenol, (3)

CELONA € (4) ENOL.....eeiiieiiie et 45
Figura 9 - Representacdo esquematica do delineamento experimental para o

desenvolvimento e caracterizacdo dos sistemas emulsionados precursores de

Figura 10 - Representacdo esquematica do processo de preparacdo dos sistemas
emulsionados precursores de NCLL...........iiiiiiiiii e e 68

Figura 11 - Resultados das medidas de potencial zeta das formulacées F1A50°C,

F3AS0°C € F3C50°C.....cii it e ettt e e ettt e e e s e e e e e e e s e nnanes 74
Figura 12 - Resultados das medidas de diametro de particula das formulacdes
FLAS50°C, F3AB0°C € F3C50°C.....ciiiiiiiiie ettt ettt e e e enarnaa e e e 75
Figura 13 - Resultados das medidas do indice de polidispersidade das formulacdes
FL1AS50°C, F3A50°C € F3CE0°C......ccciiiieiie ettt 76
Figura 14 - Resultados das medidas de pH das formulacdes F1A50°C, F3A50°C e
T @10 R RSP RSRR 77

Figura 15 - Micrografias da formulacdo F1A 50°C obtidas nos tempos zero (A), 24 (B)
e 48 horas (C) por microscopia com luz polarizada em trés ajuste de refracéo (1,
172 € LI R) et e e te e e e aaa e 79
Figura 16 - Representacdo esqueméatica do delineamento experimental para

otimizacdo das formulagdes, veiculagdo da curcumina e caracterizacao fisico-



quimica e morfoldgica dos sistemas emulsionados precursores de nanoparticulas
cristalinas liquidas OtrOPICAS. ..........uveiieiiiiiiiiie e 88
Figura 17 - Representacdo esquematica do processo de preparacdo dos sistemas
emulsionados precursores de NCLL sem hidrotropo.............cceeveeeiiieieeeeeeeeeeeee, 90
Figura 18 - Representacdo esquematica do processo de preparagdo dos sistemas
emulsionados precursores de CLL com hidrétropos e construcéo dos diagramas
TEINANOS 8 FASES....uiiiiiiiiiii i 91
Figura 19 - Representacdo esquematica da curva de resisténcia mecanica (A)
compressibilidade, (B) adesividade, (C) dureza e (D) coesividade...................... 97
Figura 20 - Diagrama ternario de fases formado com MO:agua:LSS (DFA) e

classificacOes dos sistemas: VT (), VO (A) e SF (@).......cccovveeviveieciiiee e 100
Figura 21- Diagrama ternario de fases formado com MO:agua:P407 (DFB) e
classificacdes dos sistemas: VT (@), VO (A), LO (O) e SF @).......ccoeveveevevnenee. 101
Figura 22 - Diagrama ternéario de fases formado com MO:4gua:Tween 20 (DFC) e
classificacdes dos sistemas: VT @), VO (A), LO () e SF (@).......c.c.ceveuvvrenneee. 102
Figura 23 - Micrografias das formulacdes F6, DFA-F6 e DFB-F6 obtidas por
microscopia com luz Polarizada............ccccuuuuiiiiiiiiiiie e 106
Figura 24 - Curva analitica da CUR.............eeiiiiiiiie e 107

Figura 25 - Resultado de teor da curcumina incorporada nos sistemas emulsionados
precursores de cristais liquidos llotrOPICOS.........uuuiieiiiee e 108
Figura 26 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e com CUR
na condicdo de armazenamento & 9°C........ooiuvriiire i 110
Figura 27 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e com CUR
na condicdo de armazenamento & 25°C........uuiiiiiiiiiieeee e 111
Figura 28 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e com CUR
na condicdo de armazenamento & 37°C.......uuuviiiiiiiieiieee e 111
Figura 29 - Resultados das medidas de diametro de particula das amostras sem e
com CUR na condi¢do de armazenamento & 9°C............vvvveeeieeeeeieeeenicinnninnnee. 112
Figura 30 - Resultados das medidas de diametro de particula das amostras sem e
com CUR na condicéo de armazenamento & 25°C..........ooovvvvvvvivviinnniiiinnenneeenn 113
Figura 31 - Resultados das medidas de diametro de particula das amostras sem e
com CUR na condi¢do de armazenamento & 37°C.........uuuvevierieiiieieeeeeiieiiininnns 114
Figura 32 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das amostras sem

e com CUR na condicdo de armazenamento a 9°C..........ccovvvvivvvniiiiiiinieeeeeeeennn, 115



Figura 33 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das amostras sem
e com CUR na condic&o de armazenamento & 25°C........ccceveeeeeeiiiiiiiciiiieiinnnns 115
Figura 34 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das amostras sem
e com CUR na condicdo de armazenamento & 37°C.........covvvvvviiiiiiiiiieeeeeeeeenn, 116
Figura 35 - Resultados das medidas de potencial hidrogenidnico das amostras sem e
com CUR na condi¢do de armazenamento & 9°C..........uuvevvvieiieieeeeeeeeeeeeeesiinnnns 117
Figura 36 - Resultados das medidas de potencial hidrogeniénico das amostras sem e
com CUR na condicdo de armazenamento @ 25°C..........ccovvvvvvviiiiiieeeiiieeeeeeeeen, 118
Figura 37 - Resultados das medidas de potencial hidrogenidnico das amostras sem e
com CUR na condi¢do de armazenamento & 37°C.........uuuvviieeieieieeeeeeeiiiinnninnenns 118
Figura 38 - Micrografias das formulacdes na presenca e auséncia de CUR obtidas por
microscopia com [uz polarizada.............ccoovveiieiiiiiiiii e 120

Figura 39 - Micrografias obtidas por microscopia confocal a laser das formulacdes F6,

DFA-F6 € DFB-F6 SEM CUR.......uiiiii e e 121
Figura 40 - Micrografias obtidas por microscopia confocal a laser das formulacdes F6,
DFA-F6 € DFB-F6 COM CUR.......coiiiiiiiie ettt nrnee e 122

Figura 41 - Resultados das medidas de condutividade idnica em fungéo do aumento
da temperatura nas formulagdes com e sem CUR...........oovvviiiiiiiiiiiniinieeeeeeeeen, 123
Figura 42 - Curva termoanalitica dos (A) componentes da formulacdo e (B) dos
sistemas emulsionados precursores de NCLL seme com CUR........................ 125
Figura 43 - Resultados dos espectros de (A) componentes da formulacdo e (B)

formulagcbes dos sistemas emulsionados precursores de NCLL sem e com

Figura 44 - Resultados das propriedades mecanicas (A) compressibilidade, (B)
adesividade, (C) dureza e (D) coesividade dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL sem e com CUR.........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiieiceee s 128

Figura 45 - Resultados do ensaio de dissolucéo e liberacdo de CUR presente nos

sistemas emulsionados precursores de NCLL...........ccceeiiiiiiiiiiiiieceeeecicieeee e 130



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composigao das formulacdes para preparacao dos sistemas emulsionados
PreCursores A€ NCLL ..ooouuuiiii e e e e e e e e 67
Tabela 2 - Condi¢cdes experimentais para preparacdo dos sistemas emulsionados
Precursores de NCLL ......ooooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 67
Tabela 3 - Resultados das avaliagbes macroscopicas dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL apds tempo zero de preparacao .........cccceeeeeeeeeeeeeevvnnnnnnn. 71
Tabela 4 - Resultados da estabilidade dos sistemas emulsionados precursores de

NCLL ap6s ensaio de centrifugacao e variacdo térmica apos 24h de preparacao

Tabela 5 - Proporcfes (m/m) dos componentes dos sistemas precursores de CL para
construcdo do diagrama ternario de fases ........cccoeveeeviiiiiiiiiii e 90
Tabela 6 - Pardmetros para avaliagao das propriedades mecanicas ...........cccccee..... 96
Tabela 7 - Resultados de anisotropia, homogeneidade e formacédo de lamelas ou
NCLL para as formulacdes (F1-F9) na auséncia de hidrotropo: VT (E2), VO (A) e

Tabela 8 - Resultados de anisotropia, homogeneidade e formacéo de lamelas ou CL
para as formulacbes (F1-F9) com hidrétropo (DFA, DFB e DFC): VT (1), VO (4),
O O N =R ) = () R 104
Tabela 9 - Temperatura de fusdo e entalpia de fusdo (AH) dos componentes da

formulacédo e dos sistemas emulsionados precursores de NCLL sem e com CUR

Tabela 10 - Resultados das propriedades mecanicas: dureza, compressibilidade,

adesividade e coesividade das formulacdes (Média + Desvio Padrédo) (n=3).....129



ABREVIACOES

CAC - Concentracdo de agregacao critica

CIFT - Condutividade idnica em funcdo do aumento da temperatura
CL - Cristais liquidos

CLB - Cristal liquido biolégico

CLL - Cristal liquido liotrépico

CMC - concentracdo micelar critica

CUR - Curcumina

DFA - Sistema emulsionado precursores de NCLL com LSS (MO:agua:LSS)
DFB - Sistema emulsionado precursores de NCLL com P407 (MO:agua:P407)
DFC - Sistema emulsionado precursores de NCLL com Tween 20® (MO:agua:
Tween 20%)

DSC - Calorimetria exploratoria diferencial

DP - Diametro de particulas

EC - Ensaio de centrifugacéo

EHL - Equilibrio hidrofilico-lipofilico

EVT - Ensaio de variacao térmica

FTIR - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
F1 - MO:tween 20:4gua (Capitulo II)

F2 - MO:span 60:agua (Capitulo I1)

F3 - MO:tween 20:span 60:agua (Capitulo I1)

F1-F9 - Formulac6es MO:agua (Capitulo 111)

IPD - indice de polidispersidade

La - Fase liquida cristalina lamelar

lo - Fase de estado liquido ordenado

|d - Fase de estado liquido desordenado

IB - Fase gel

LO - Sistema liquido opaco

LSS - Lauril sulfato de sodio

LT - Sistema liquido translucido

m/m - Massa/massa

m/v - Massa/volume

MO - Monoleina



MLP - Microscopia de luz polarizada

MCL - Microscopia confocal a laser

NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas
PABA - Acido p-aminobenzéico

P407 - Poloxamer 407

PEO - Polioxietileno

pH - Potencial hidrogenidnico

PM - Propriedades mecanicas

PPO - Polioxipropileno

PZ - Potencial zeta

SEDDS - Sistemas de liberacédo autoemulsificados
SF - Separacéo de fase

SDS - Sulfato dodecil de sédio

Span 60® - Monoestearato de sorbitano

Tween 20® - Monolaurato de polioxietileno sorbitano ou polissorbato 20
VO - Sistema viscoso opaco

VT - Sistema viscoso translucido

v/v - Volume/volume

A - Comprimento de onda

< - menor que

> - maior que



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..o 21
2 0 1= N = 1 1V TSRO 23
2.1 GEIAL et e 23
2.2 ESPECITICOS ... 23
CAPITULO | ettt 24
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oviiiiieeeceeeeeeeee e, 25
3.1 Cristal liquido BIiolOQICOS......uuiiiiiiciieeec e 27
3.2 Cristal liquido baseado em sistemas emulsionados .............cccuveee. 29

3.3 Aplicacfes dos sistemas de detec¢cdo baseado em cristal liquido .32

3.4 Sistema de liberacdo de farmacos e tipos de fases do cristal liquido

110} (0 o] oo J PRSP 34
3.5 Mecanismos de liberagdo, absorcao e permeacao ............ccceevvvvnnnn. 37
3.6 MONOIBINA. ... 40
3.7 Tensoativos € hidrOtropOS ..uuuuceeiieeeiieeeiee e 41
3.7.1 Monolaurato de polioxietileno sorbitano .............c.coevvvviiiiiieeeeeeeeiiiin, 42
3.7.2 Monoestearato de SOrbitan0 ..........coeviiiiiiiiiiiiiie e 43
3.7.3 Lauril sulfato de SOI0...........uuueiiiiiiiiiiiii e 43
3.7.4 POIOXAMET 407 ...ttt 44
S O U1 o1 012 111 o - N 44

3.9 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica e caracterizacao

(aaTe] aTo] [oTo I o= VPR UUPPPRR PR 45
ORI I = g r= 1o o [0 =T 11 ] 18 [0 F=Tox= Lo 1N 46
3.9.2 ENnsaio de variaGao tEIMICA .........ccueeeiiiiiiiiiiiieeee e 46
3.9.3 Potencial Zeta, didametro de particula e indice de polidispersidade........ 46

3.9.4 Potencial hidrogenioniCo ............coiiiieiiiiiiiiiie e 46



3.9.5 Condutividade i6nica em funcdo do aumento da temperatura ............... 47
3.9.6 Calorimetria exploratoria diferencial ..............ccccceiiiiiiiiiiiiiee a7
3.9.7 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier ............ a7

3.9.8 Caracterizacao estrutural por microscopia com luz polarizada e confocal

A BT e 48
3.9.9 Analise das propriedades MECANICAS..........cceveeeeeeiiiieriiiiieeeeeeeeeeeenis 48
4. CONCLUSAO ..ottt e e 49
B REFERENCIAS .. .o e ettt ettt et e e e 50
CAPTTULO 1 oottt et et et et eee e eee e 63

6. ESTUDO DO COMPORTAMENTO FISICO-QUIMICO DA MONOLEINA NA
PRESENCA DE TENSOATIVOS E AGUA PARA A OBTENCAO DE

NANOPARTICULAS CRISTALINAS LIQUIDAS LIOTROPICAS.................. 64
B. L RESUIMO c.ceiiiii e 64
B.2 ADSTIACT ... 65
6.3 Delineamento experimental ...........coooooviiiiiiiiii e 66
6.4 MATERIAL E METODOS ......ooiiieeeieeeeeeeee et 66
Y oY =T = o 2 = PRSI 66
6.4.2 Preparacédo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL ...... 67

6.5 Avaliacdo macroscopica dos sistemas emulsionados precursores de

N C L L e e 68
6.5.1 Ensaio de CentrifUgacgaio ...........ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 68
6.5.2 ENsaio de variaGao tEIMICA .........cevviiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 69

6.6 Avaliacao da  estabilidade fisico-quimica  dos sistemas

CIMNUISIONATOS. .. e e e e 69

6.6.1 Determinacdo do potencial zeta, didmetro de particula e indice de

(010110 157 o= £ o F= To [ 69

6.6.2 Determinacéo do potencial hidrogenionico (PH)...........cceeevieeeevveeeiinnnnnnn. 70



6.7 SeleGa0o de @amMOSIIAS .......coviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 70

6.7.1 Caracterizagdo estrutural por microscopia com luz polarizada .............. 70
7. ANALISES ESTATISTICAS ...ttt 70
8. RESULTADOS E DISCUSSAOD .......ciiiiieiieieieeese e 71

8.1 Avaliacdo macroscoépica dos sistemas emulsionados precursores de

8.2 Avaliacado da estabilidade fisico-quimica dos sistemas emulsionados

Precursores de NCLL ... 73

8.2.1Determinacdo do potencial zeta, didmetro de particula, indice de

polidispersidade € PH ......ooooiiiiiiiiii e 74
8.2.2 Caracterizagéo estrutural por microscopia com luz polarizada .............. 78
9. CONCLUSAOD ..ottt 80
10. REFERENCIAS .......co ittt 81
CAPITULO I ettt 83

11. OTIMIZACAO DAS FORMULACOES PARA OBTENCAO DE
NANOPARTICULAS CRISTALINAS LIQUIDAS LIOTROPICAS,
VEICULACAO DE CURCUMINA E CARACTERIZACAO FISICO-

(@10 111, PR 84
11,01 RESUIMO oottt ettt e e e e e e e e e e enanes 84
11.2 ADSTIACT ... 86
11.3 Delineamento experimental..........ccccooieviiiiiieiiiin e 88
12. MATERIAL E METODOS ......oviiiiieceeceeeeeeee e 89
12. 1 MAteria PriMa....cccooiiiiiiiee et e e e e e e e et e e e e e e e eeeanes 89

12.2 Preparagdo de sistemas emulsionados precursores de NCLL sem
a1 To [0 X1 {0 o o TR PP PP PUPR PSRRI 89

12.3 Preparacdo de sistemas emulsionados precursores de NCLL com

hidrotropos e construcdo de diagrama ternério de fases......................... 90

12.4 Selecao dos sistemas emulsionados precursores de NCLL............ 91



12.5 Curva analitica da CUR ........cooiiiiiiiiiie e 92
12.6 Equilibrio de solubilidade da CUR em MO .........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiieeennnne 92

12.7 Incorporagdo de CUR nos sistemas emulsionados precursores de

12.9 Avaliacao da estabilidade fisico-quimica e caracterizacdo estrutural

dos sistemas emulsionados precursores de NCLL........ccccoevveeiiiiiiiiinnnnnnn. 93
12.9.1 Ensaio de centrifugacao............cuuuuiiiiiiieiiieeiie e 93
12.9.2 Ensaio de variaGao tErMICA..........uuuereiieee et e e e 94

12.9.3 Determinacdo do potencial zeta, didmetro de particula e

POHAISPEISIAAUE. ... e e e e e e e 94
12.9.4 Variagao da concentracgdo hidrogenionica (PH) .......ccooeeveeeiiiiiiiiienen. 94
12.9.5 Caracterizacao estrutural por microscopia com luz polarizada............. 95
12.9.6 Caracterizacao estrutural por microscopia confocal a laser................. 95

12.10 Avaliacdo da condutividade ibnica em funcdo do aumento da

(S]] 0 1] = U] = VPP 95
12.11 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) .........cceeveeeriiiiiiiiiieeiieaennenns 95

12.12 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

LT TP 96
12.13 Avaliacdo das propriedades MeCANICAS..........cceeveeeeeieiiieiieeeeeeeee e 96
12.14. Estudo de dissolugéo da CUR em meio aquoSO0 .........ccoeveveeeeeeeeeeeennnn. 97

12.15 Estudo de dissolugao e liberacdo da CUR nos sistemas emulsionados

precursores de NCLL €M MeI0 aQUOSO .......ccovvvuiieiiiiiiieeeiiiieeeeerineeeeesineeeeens 97
13. ANALISE ESTATISTICA ....coiiitieiee ettt 98
14. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ceoiiieeieeeeeeeeeee e 99

14.1 Preparagao dos sistemas emulsionados precursores de NCLL com

ou sem de hidrotropos e selecdo das amostras.......cccccvcceeieeeeeeeeeeeivnnnnnn, 99

14.2 Curva analitica da CUR ..., 106



14.3 Equilibrio de solubilidade da CUR em MO e incorporacédo da CUR nos
sistemas emulsionados precursores de NCLL ............uuuviviiiiiiiiiiiiininnnnns 107

14.4 TeON A CUR ..o e 107

14.5 Caracterizacédo estrutural e avaliacdo da estabilidade fisico-quimica

dos sistemas emulsionados precursores de CL .......cccvvceiiieeeeeveeeninnnnnnn. 108
14.5.1 Ensaio de centrifugacao.............uuuiiiiieeiiiiiiiiis e e e 109
14.5.2 Ensaio de variaGao terMUICA ..........uueiiieeeiiiiiiiiiis e e e e e e eeeeeres e e e e e e eeaenns 109

14.5.1 Determinacdo do potencial zeta, diametro de particula e indice de

PONAISPEISIdAUE ......ceeiiiiiiiiiiii i 109
14.5.2 Variagao da concentragdo hidrogenionica (PH) ..., 116
14.5.1 Caracterizagao estrutural por microscopia com luz polarizada........... 119
14.5.2 Caracterizagao estrutural por microscopia confocal a laser ............... 121

14.6 Avaliacdo da condutividade i6nica em funcdo do aumento da

=] 0 aY oX=T (= LA U L= PP 123
14.7 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) ........ccoovvvviiviiiiiieeeieeennn, 124

14.8 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
L TR 126

14.9 Avaliacéo das propriedades MeCaNICaS .........ceeeeeeeeeiieiiieeeeeeeeeeee 127

14.10 Estudo de dissolucdo e liberacdo da CUR nos sistemas

emulsionados precursores de CL em mMeio aqUOSO ........eeeeeeeeeeeeevvvnnnnnn. 129
15. CONCLUSOES . ......oiiieeceeeeeee ettt 131
16. REFERENCIAS ...ttt 132

ANEXO A: Artigo de Revisao Bibliografica ...........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiicee e, 135



21

1. INTRODUCAO

O presente trabalho foi estruturado na forma de capitulos e inclui: Capitulo
I: Reviséo bibliografica; Capitulo 1l: Estudo do comportamento fisico-quimico da
monoleina na presenca de tensoativos e agua para obtenc&o de nanoparticulas
cristalinas liquidas liotropicas (NCLL); Capitulo Ill: Otimizacédo das formulacdes
para obtencdo de NCLL, veiculacdo de curcumina e caracterizacdo fisico-
quimica.

No capitulo I um estudo histérico e atualizado do estado geral da obtencéo
e aplicacdes dos cristais liquidos (CL) é apresentada. Este estudo foi submetido
para Molecules (Anexo A). O Capitulo Il aborda o desenvolvimento e avaliacdo
fisico-quimica e morfoldgica dos sistemas, obtidos com excesso de fase aquosa.
O Capitulo Il aborda a otimizacdo para o desenvolvimento, avaliacédo fisico-
quimica e morfolégica dos sistemas obtidos na presenca ou auséncia de
hidrétropo antes e ap6s a incorporacéo da CUR.

O efeito do comportamento de sistemas biomiméticos baseado em cristais
liquidos liotrépicos (CLL) é influenciado pelas propriedades do farmaco, volume
inicial de agua, tipo de fase cristalina, capacidade de intumescimento, taxa de
carreamento e presenca de tensoativos ou hidrétropos. Essas propriedades sao
responsaveis pela maior ou menor forga cosmotropica ou caotropica, interacdo
eletrostatica entre o farmaco e a bicamada lipidica. Os CLL, além da sua
caracteristica biomimética, favorecem a veiculacdo de farmacos lipofilicos,
anfifilicos e hidrofilicos. Embora, o impacto dos CLL sobre a biodisponibilidade
de farmacos néo esteja suficientemente esclarecido, estudos recentes reportam
0 aumento da biodisponibilidade de farmacos poucos soluveis em agua.

Os CLL com diferentes arquiteturas sdo formados pela auto-organizacéo
de lipidios em meio agquoso e morfologicamente, e apresentam estrutura lamelar
(cruz de malta), cubica ou hexagonal, estas Ultimas ainda podem ser
estruturadas com fase reversa.

Outras propriedades dos CLL, biofarmacotecnicamente relevante, séo a
viscoelasticidade, ordenamento estrutural, estabilidade termodinamica e
potencial para liberacdo controlada de farmacos. Além disso, a natureza
biodegradavel e biocompativel dos lipidios possibilita a administracdo dos CLL

por diferentes vias.
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Neste estudo, o lipidio utilizado foi a monoleina (MO) (Myverol 18-92K)
com 96% de monoglicerideo total, como tensoativos e hidrotropos foram
testados monoestearato de sorbitano (Span 60®), monolaurato de polioxietileno
sorbitano (Tween 20®), lauril sulfato de sédio (LSS) e poloxamer 407 (P407), e
foi obtido NCLL com formato de cruz de malta. A curcumina (CUR) foi utilizada
como farmaco modelo, devido as suas propriedades fisico-quimicas e potencial

terapéutico.
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2. OBJETIVO
2.1 Geral

Desenvolver e avaliar sistemas emulsionados precursores de

nanoparticulas na forma de cristal liquido liotrépico para veiculacéo e liberacdo

da curcumina.

2.2 Especificos

Otimizar e desenvolver sistemas emulsionados para obtencéo de
estruturas lamelares na forma de cruz de malta;

Comparar as técnicas de preparacao dos sistemas emulsionados
e avaliar a influéncia dos pontos criticos;

Caracterizar as propriedades fisicas e fisico-quimica das
formulacoes;

Identificar e caracterizar a morfologia dos cristais liquidos
liotrépicos;

Avaliar a influéncia da incorporacdo da curcumina na morfologia e
nas propriedades fisicas e fisico-quimica das formulacgdes;

Avaliar o perfil de liberagéo da curcumina.



CAPITULO |
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os materiais biomiméticos sdo produtos racionalmente projetados e
exploram interagBes especificas, ajustavel e reversivel ou biodegradavel, que
oferecem vantagens em relacdo aos materiais convencionais ndo modificados.
Esses biomateriais podem ser utilizados tanto para medicina regenerativa como
para sistemas de liberacdo controlada de farmacos ou liberacdo de alvo
especifico. Estes materiais, quando projetados para detectar e responder a
estimulos fisiolégicos ou para imitar aspectos estruturais e funcionais de
sinalizacao biolégica, sdo denominados biomiméticos (WEBBER et al., 2015).
Os materiais biomiméticos ou bidnicos sao projetados para imitar a apresentacao
espacial e temporal nativa ou substituir fatores bioquimicos e fisiol6gicos com a
finalidade de melhorar ou recuperar funcdes biolégicas (VAKILI et al., 2016).

O projeto de um material biomimético requer apenas a modelagem de um
ou mais principios de funcionamento de qualquer sistema bioldégico. Uma
abordagem para a criacdo de conceitos biomiméticos seria primeiro resumir a
funcao essencial do sistema que se quer modelar, e entdo encontrar um sistema
biolégico, que sirva como modelo e execute funcées semelhantes (VAKILI; SHU,
2001).

O cristal liquido (CL) € uma nanoestrutura biomimética e foi descoberta
por Friedrich Reinitzer (1888) pela observacéo de dois pontos de fusdo distintos
na amostra de benzoato de colesterila. Assim, nas amostras solidas o aumento
de temperatura levava, inicialmente, a formacdo de um liquido turvo; um
aumento continuado da temperatura resultava em um liquido transparente
(BECHTOLD, 2005; CARLIN et al., 2005; ECCHER, 2010).

Como descrito por Bechtold (2005) e Carlin (2005), em 1889 Otto
Lehmann observou que algumas substancias fundiam passando por um estado
intermediario, o qual possibilitou definir o liquido como birrefringente. A
birrefringéncia ou dupla refragdo € uma propriedade apresentada por materiais
cristalinos, no qual ocasiona um fenébmeno de propagac¢éo de luz no interior do
material. Portanto, Lehmann acreditava que a Unica diferenca entre o CL e o
cristal solido, era apenas o grau de fluidez. Contudo, a diferenca entre os CL e
0s cristais solidos esta no grau de ordem molecular intermediario entre a ordem

orientacional e posicional de longo alcance dos sélidos cristalinos, e a desordem
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de longo alcance dos liquidos isotropicos (BECHTOLD, 2005; CARLIN et al.,
2005; CHORILLI, 2001).

E desta forma, em 1922, G. Friedel utilizou o termo “estado mesomorfico”
(mesos- intermediario e morphé- forma) para definir o CL. A partir disso, o CL
passou a ser denominado como fase mesomorfica ou mesofase cristalina,
apresentando, propriedades e caracteristicas intermediarias entre sélidos e
liguidos (BECHTOLD, 2005; CHORILLI, 2001).

Portanto, os termos ordenados e desordenados sdo uma referéncia ao
estado da cadeia acil do lipideo. O termo “liquido” aqui se refere a falta de ordem
posicional de longo alcance, e como consequéncia uma falta de estrutura dos
lipideos dentro do plano da bicamada e com velocidade elevada de difuséo
lateral. Nesta terminologia, sdo considerados como “sélidos”, os que apresentam
uma ordem posicional dentro da membrana e a difusdo lateral € muito lenta
(HIRST; UPPAMOOCHIKKAL; LOR, 2011; LINGWOOD; SIMONS, 2010).

As estruturas de fase liquida cristalina sdo frequentemente encontradas
em organismos vivos animais, vegetais e bactérias. As membranas celulares,
por exemplo, sdo resultado de fase liquida cristalina liotrépica resultante da
dissolucéo de fosfolipidios em agua. A curvatura da membrana tem um papel
crucial na realizacdo de muitas fun¢cdes da membrana celular entre as quais se
destaca a sinalizacdo, o trafego e a liberacdo de lipideos de micobactérias.
(BEATTY etal., 2000; WU; LIANG, 2014). Resultados obtidos por Chazotte et al.
(1991) mostraram que em uma membrana liquida cristalina a ubiquinona
(Coenzima Q) se move lateralmente e transversalmente mas permanece a maior
parte do tempo na regido da cadeia acil da membrana.

Assim como para as mitocéndrias, ha indicios de que nas membranas de
microssomos e jungdes celulares s&o formadas por uma estruturas liquidas
cristalinas nao-lamelar. Em estudo detalhado sobre as propriedades de ésteres
estéril metilados ou ndo-metilados foi verificado que um grande namero destes
compostos sdo intermediarios na sequéncia biossintética que leva a formacéao
de esterdis (sitosterol e stigmasterol), cujas propriedades tém sido relacionadas
com as propriedades de liquidos cristalinos (uma vez que éster estéril pode
formar mesofases) essenciais para algumas funcdes bioquimicas em vegetais
(ATALLAH; NICHOLAS, 1974).
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As respostas adequadas ao estresse para temperaturas altas e baixas
sdo essenciais para a sobrevivéncia de muito organismos e esta estabelecido
que em baixa temperatura a microviscosidade dos lipidios € decisiva para a
sobrevivéncia de micro-organismos (LACZKO-DOBOS; SZALONTAI, 2009b). Ao
analisar as taxas de alteracao estrutural da proteina, a troca hidrogénio-deutério,
a desordem membrana-lipidio e a ordem interfacial membrana-agua e hidratacéo
como func¢Bes da temperatura, Laczkd-Dobos and Szalontai (2009), concluiram
que a transicdo de fase cristalina de gel-para-liquido dos lipidios esta
correlacionada a temperatura de crescimento em células do tipo selvagem, mas
nao nas desA-/desD-mutantes.

Diferentes estudos tém mostrado que existem muitas estruturas liquidas
cristalinas e que a organizacdo lamelar € apenas uma entre outras. Um
fosfolipidio biolégico, extraido de cérebro humano, foi estudado pela mesma
técnica. Duas fases cristalinas liquidas foram encontradas: uma construida por
uma sequéncia ordenada de lipideos e laminas de agua (fase lamelar), e outra
um arranjo hexagonal de cilindros celulares. Cada cilindro € um canal de agua
fino coberto por grupos hidréfilos das moléculas lipidicas (fase hexagonal), as
cadeias de hidrocarboneto preenchem a lacuna entre os cilindros e ambas
coexistem em equilibrio (KRUIJFF, 1997; LUZZATI & HUSSON 1962; TILCOCK,
1986).

A aplicacao de modelagem integrada envolvendo
termodinamica/defeitos/reologia para caracterizacdo experimental de diferentes
CLB, incluindo solucdes de colageno e DNA, foram mostradas para proporcionar
a organizacao de conceitos e as ferramentas quantitativas com a finalidade de
estabelecer as propriedades destes materiais de origem natural (REY, 2010).
Embora, a fase cristalina liquida lamelar (La) seja o estado natural das
membranas celulares ha uma distincdo desta fase em duas subclasses de
estados liquidos ordenados (lo) e desordenados (Id) (LAGERWALL; SCALIA,
2012).

3.1 Cristal liguido biol6gicos

Os cristais liquidos biologicos (CLB) exibem sequéncia posicional e
orientacional parcial de longo alcance e, assim como os seus homodlogos

sintéticos, os CLB sdo materiais estruturais e funcionais que exibem
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comportamento elastico anisotrépico de cristais e comportamento anisotropico
viscoso de suspensdes (STEPHEN e STRALEY, 1974). Os CLB séao
encontrados, por exemplo, em 4cidos nucléicos, proteinas, hidratos de carbono
e gorduras (LARSON, 1999). Assim como o CL obtido por sintese, ambos s&o
sensiveis a campos eletromagnéticos, pH, substratos e interfaces, temperatura,
intensidade de luz, ultrassom e gradientes de concentracédo (KAUR et al., 2014;
HYDE, 1996; PARK et al., 2014; PATRA et al., 2013; CLOGSTON et al., 2005).

Alejandro D. Rey (2010) publicou um estudo de revisdo que mostram com
clareza que moléculas racionalmente estruturadas na forma de CL mimetizam
CLs organicos dos tipos analogo (tecidos conjuntivos em mamiferos; tecido
0sseo de peixes; exoesqueleto de insetos e crustaceos; paredes celulares das
plantas) nos quais a sequéncia orientacional esta congelada no estado sélido),
solucéo de biopolimero (colageno, celulose, quitina, suspenséo viral, flagelo
de Salmonella typhimurium) e mesofases in-vivo (DNA, cromossomos de
bactéria, coldgeno na casca dos ovos, seda de aranha, a hemoglobina
falciforme, liquido sinovial). Esta classificacdo embora de natureza ambigua é
utilizada para diferenciar a origem dos CLB (NEVILLE & LUKE, 1971; GIRAUD-
GUILLE et al., 2008; DOGIC e FRADEN, 2001; GARIDEL et al. 2015).

Os estudos citados demonstram o potencial das moléculas projetadas na
criacdo de novos materiais com modo de funcionamento previsivel, devido a
sensibilidade dos CL a estimulos enddgenos e exdgenos (temperatura,
intensidade de luz, pH, energia livre) possibilitar a obtencdo de liberacdo de
farmacos como resposta a diferentes tipos de gatilhos (NAZARUK et al., 2014).
Entre os gatilhos exdgenos, a intensidade de luz tem vantagens, porque ela pode
ser aplicada remotamente com precisdo temporal e espacial capaz de garantir
um nivel elevado de controle farmacologico e seguranca toxicologica. As
mesofases liquido cristalinas constituem sistemas para liberacdo de farmacos
alternativos que podem ser disparados por estimulo externo (RAHANYAN-KAGI
et al., 2015). Em estudo recente Alehandri et al., (2015) descreveram a sintese
de CL responsivo a luz, a qual era composto de monoleina, acido oleico e lipidios

derivado do azobenzeno como unidade fotoativa.
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3.2 Cristal liguido baseado em sistemas emulsionados

Emulsbes sdo sistemas dispersos, termodinamicamente instaveis,
formados por liquidos imisciveis um com o outro e um surfactante. As
propriedades fisicas dos sistemas emulsionados dependem da escolha correta
e concentracao do surfactante, do tamanho da gota dispersa, da concentracao
das fases dispersa e continua e da técnica empregada na preparacdo das
emulsdes. Além da influéncia na estabilidade fisica, o tamanho da gota dispersas
influencia a biodisponibilidade de ativos veiculados nas emulsdes. O tamanho da
gota pode ser alterado por coalescéncia discreta da fase dispersa e alterar a
biodisponibilidade de nutracéuticos e farmacos em funcdo do tempo de
preparacao da emulsdo (PARTHASARATHI et al., 2016; TERJUNG et al., 2012).

Devido sua importancia industrial, cientifica e como forma de dosagem
para liberacdo de farmacos, muitos esforcos em pesquisa tém sido realizados
para manter o alto potencial de energia livre das emulsdes e, ao mesmo tempo,
manter a estabilidade fisica e quimica do sistema, evitando ou minimizando
coalescéncia, floculacéo ou sedimentacao. Diferentes estudos tém mostrado que
as propriedades fisicas e estruturais da emulsdo podem ser ajustadas usando
diferentes tipos de fase continua, tais como a fase continua gelificada (POYATO
et al., 2014), fase continua cristalina (DOUAIRE et al., 2014; THIVILLIERS et al.,
2008), particulas (AKARTUNA et al., 2009), cristal liquido termotrépico (LI et al.,
2005; MADSEN et al., 2004) e cristal liquido liotrépico (CLL) (MARTIEL et al.,
2015; RODRIGUEZ-ABREU e LAZZARI, 2008) ou sistemas de liberagéo
autoemulsificados (SEDDS) (GUPTA et al., 2013; ZANCHETTA et al. 2016).

Os CL séo classificados em mesofases em fungcdo do grau de ordem
(orientacional e posicional). Com isso, o grau de desordem dos CL interferem
com aumento da intensidade de luz, potencial hidrogeniénico (pH), temperatura
e variacdo de energia livre. A transicdo de fase obtida pela quebra da ordem
posicional ou orientacional das moléculas contribuem para aumento ou
diminuicdo do grau de liberdade. Desta forma, o CL apresentam rigidez no
ordenamento como sélido e fluidez em ordenamento com liquido (BECHTOLD,
2005; ECCHER, 2010). A Figura 1 mostra uma representacao esquematica da
organizacdo da mesofase entre o solido cristalino, cristal liquido e liquido

isotrépico.
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Figura 1 - Representacdo esquemética da transicéo de fases entre soélido
cristalino, cristal liquido e liquido isotrépico

Temperatura, intensidade de luz,
pH, energia livre

Moléculas ordenadas Moléculas desordenadas

Solido cristalino Cristal liquido Liquido isotropico
Fonte: Adaptado de BECHTOLD, 2005 e RAMOS, 2003.

Os CL apresentam diferentes tipos de mesofase cristalina, e estas diferem
umas das outras de acordo com as respectivas orientacées das moléculas e
variacbes de ordem em cada fase liquido cristalina. Assim, o CL sao
classificados em duas categorias: cristais liquidos termotrépicos e cristais
liquidos liotrépicos. Os cristais liquidos termotrépicos que sao formados por
moléculas ou mistura de moléculas, e as diferentes estruturas e ordenamento
local dessas moléculas individuais ocorrem em funcédo da temperatura e em
menor grau em funcdo da pressédo. Ja os cristais liquidos liotrépicos (CLL) séo
misturas de moléculas anfifilicas e solventes, que em determinadas condicdes
de temperatura, pressao e concentracdes relativas dos diferentes componentes,
apresentam a formacgao de agregados moleculares que se organizam no espaco,
exibindo assim algum grau de ordem (BECHTOLD, 2005; MORAIS, 2006).

Contudo, os CL que estdo comumente associado aos sistemas
biomiméticos séo classificados como estruturas do tipo CLL. E as mesofases
mais comumente descritas sdo lamelar cristalina ou amorfa, hexagonal dos tipos
Hi e Hz, cubica descontinua (I1 e I2) e cubica bicontinua (Vi1 e V2) (Figura 2)
(HYDE, 1996; ALAM e ARAMAKI, 2008; ALAM et al., 2010). Assim, a Figura 2

mostra uma representacao esquematica das mesofases dos CLL.



31

Figura 2 - Representacao esquematicas das mesofases dos cristais liquidos

liotropicos do tipo (a) lamelar, (b) hexagonal e (c) cubico

i
)

a * b o
Fonte: Adaptado de FONSECA-SANTOS, 2015.

O grau de ordem (posicional e orientacional) presente em cada fase é
sensivel a temperatura, pH, presenca de impurezas ou particulas estranhas.
Portanto, os CL podem ser considerados materiais responsivos (MULDER et al.,
2014). Em relacao a mudanca orientacional dos CL, ndo somente a natureza das
particulas estranhas, mas também seu formato, tamanho e propriedades de
superficie tém papel critico no processo de fabricacdo. Desta forma o material
liquido cristalino que tem anisotropia Optica, quando sao observados sob luz
polarizada, e podem apresentar aspecto escuro ou brilhante de acordo com a
sua ordem ou orientacdo (HUSSAIN et al., 2016).

Entre os diferentes tipos de emulsdo-fase continua, os CLL s&o estrutura
mais verséateis que possibilitam a fabricagdo de materiais mesoporosos ou
macroporosos por um método de um dnico passo, na qual consiste da
modelagem de emulsGes altamente concentradas com CLL cubico de fase
continua (BLIN et al., 2006; ESQUENA et al., 2012).

Alam e Aramaki publicaram uma revisdo sobre o desenvolvimento
recente na formacao, estabilidade e reologia de CLs baseado em emulsdes do
tipo 6leo/CL ou agua/CL (ALAM e ARAMAKI, 2014). O tipo de estrutura
molecular que gera fase liquida cristalina € anfifilico. A anfifilicidade implica na
coexisténcia de duas realidades completamente distintas da molécula em
relacdo a dgua, com cadeias de hidrocarbonetos flexiveis, por um lado evitando
contato com a agua e, um grupo de cabeca polar, que por sua vez tende a
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orientar em direcdo a agua (MILAK e ZIMMER, 2015; PALEOS e TSIOURVAS,
2001).

As moléculas anfifilicas formam agregados através de um processo de
auto-organizacao que é dirigido pelo efeito hidrofébico quando sdo misturados
com agua. Os sistemas auto-organizados formados por moléculas anfifilicas séo
caracterizados por estruturas nas quais a parte polar (grupo hidrofilico) protege
a cadeia apolar (grupo hidrofébico) do contato com o solvente aguoso
(ZANCHETTA et al., 2015). Em sistema de CL quando a concentracdo do
anfifilico excede a concentracdo micela critica (CMC) ou a concentracdo de
agregacdo critica (CAC) aparece um agregado anfifilico auto-organizado como
entidade independente, em equilibrio com mondmero  anfifilico
(HALLENSLEBEN e KABUS-HENKE, 1992), e sem qualquer ordem
orientacional ou posicional de longo alcance (MILAK e ZIMMER, 2015).

A fase liquida cristalina com diferentes arquiteturas é formada quando a
concentracdo do composto anfifilico em &gua ultrapassa a CAC e se auto-
organiza de forma regular no espaco. O sistema auto-organizado depende de
um balan¢co muito delicado entre as forcas intermoleculares para promover a
estrutura de CL e uma alteracdo ainda que pequena neste balan¢o pode causar
rompimento das estruturas ordenadas dos CL (HUSSAIN et al., 2016). A auto-
organizacao anfifilica ou dos lipidios em meio aquoso ou hdo aquoso depende
também da temperatura e do grau de instauracdo das cadeias hidrof6bicas
(WELLS et al., 2006; LIN et al., 2000; FIRESTONE et al., 2002).

3.3 AplicacBes dos sistemas de detec¢cdo baseado em cristal liquido

Um composto bioldgico macromolecular é ordinariamente imobilizado em
estreita proximidade com a superficie de um transdutor facilitando a
transferéncia de sinal direta ou mediada para o transdutor (ARYA et al., 2006;
TURNER, ANTHONY e WILSON, 1989).

Diferentes tipos de materiais biologicamente sensiveis podem ser
utilizados de forma seletiva para reconhecer uma substancia em particular. Estes
incluem enzimas, sistemas multienzimas, organelas, membranas fotossensiveis
de plantas e bactérias, membranas, protoplastos, células inteiras, fatias de

tecido, anticorpos, DNA e proteina de transporte e mesmo sistemas receptores



33

isolados a partir de membranas celulares (KE et al., 2011; KHAN e PARK, 2014;
LIAO et al., 2012; WILLNER e KATZ, 2000).

Um sistema de CL com biossensor de acetilcolinesterase, por exemplo,
foi desenvolvido, com base no crescimento enzimatico de nanoparticulas de ouro
para deteccdo amplificada de acetilcolina e inibidor de acetilcolinesterase (LIAO
et al.,, 2012). A glicose é outro exemplo de biomolécula com capacidade de
sensores para detecta-la e também medir sua concentragdo. Um sensor para
glicose, baseado no 4-ciano-4’pentil-bifenil, usando como substrato uma lamina
de vidro revestida com octadeiltriclorosilano, mostrou sensibilidade para detectar
e medir glicose em concentracdes entre 1 pmol e 50 nmol (ZHONG e JANG,
2014). Um sensor pode ser obtido a partir de um composto biolégico
macromolecular que é, ordinariamente, imobilizado em estreita proximidade com
a superficie do transdutor facilitando assim a ampliacédo e a transferéncia direta
de sinal, ou mediada, para o transdutor (HUSSAIN et al., 2016).

Os CL podem ser utillizados como dispositivo e atuam como
amplificadores de sinais para modular associacdes especificas dependente de
interacBes hidrofébicas, eletrostatica e van der Waals. Esta especificidade pode
servir para detectar interacfes do tipo antigeno-anticorpo, receptor-toxina,
enzima-substrato, farmaco-receptor e com isso amplificar a medida da atividade
intrinseca transformando a interacdo em sinais mensuraveis.

Khan and Park (2015), mostram o uso de 4-ciano-4’pentil-bifenil como
material para aplicacdo de biossensores e mostram que biossensor de glucose
baseado em CL, funcionalizado com poli(acrilicacid-b-4-cinobifenil-4'-
oxiundecilacrilato) e quaternario poli(4-vinilpiridine-b-4-cinobifenil-4-
oxiundecilacrilato) tem as vantagens de baixo custo de producéo, imobilizacéo
de enzimas simples, alta sensibilidade e estabilidade da enzima, e a facil
deteccdo, e pode ser util para a triagem inicial do nivel de glicose no corpo
humano (KHAN e PARK, 2015).

A caracteristica do substrato para alinhamento do CL é um componente
chave para sistema de deteccdo baseado em CL. No entanto, o alinhamento é
influenciado também pela natureza e tipo de moléculas de tensoativo. A
ramificacdo e organizacdo da parte apolar do tensoativo influenciam o

ordenamento orientacional (ou ancoragem) do CL e de forma semelhante o
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ordenamento/ancoragem € dependente do nucleo e das cadeias alquil do CL
(LOCKWOOD et al., 2005; ZAKREVSKYY, 2006).

O alinhamento das moléculas dos CL é o estado em que a molécula se
alinha em relacdo ao substrato, e é classificado como homeotrépico e
homogéneo. O alinhamento homogéneo € o estado em que a molécula se
encontra alinhada paralelamente, e alinhamento homeotropico é o estado em
que a molécula se alinha de modo perpendicular (HUSSAIN et al., 2016). O
alinhamento das moléculas de CL pode ser realizado pelo fosfolipidio sintético,
vesiculas lipidicas unilamelares (na sua forma pura ou na sua forma dopada por
um receptor complementar do analito a ser detectado) (LIU et al., 2013;
LOCKWOOD et al., 2005).

A interacdo entre a cadeia alquil alifatica do surfactante e os CL sdo, em
grande parte, responsaveis por controlar o arranjo orientacional dos CL para a
interface CL-4gua (PRIETO et al., 2003; GUPTA e ABBOTT, 2009). O arranjo
orientacional do CL também é sensivel ao grau de ramificacbes e as
conjugacles presentes nas cadeias alifaticas. No entanto, moléculas anfifilicas
para a interface CL-agua sdo essenciais para alinhar homeotropicamente os CL
(HUSSAIN et al., 2016).

A endotoxina bacteriana composta de lipidio “A” também tem sido
utilizada para fins de alinhamento de CL (MANNA et al., 2013; CARLTON et al.,
2013). O sulfato dodecil de sédio (SDS) é um surfactante utilizado para o
alinhamento dos CL para a interface ar-liquido, cujo funcionamento é similar ao
dos fosfolipidios, com a vantagem de ser usado no estado inalterado em
comparacao com os fosfolipidios, onde a formacéao de vesiculas lipidicas é uma
etapa essencial para induzir o alinhamento na CLs (GUPTA e ABBOTT, 2009).

3.4 Sistema de liberacdo de farmacos e tipos de fases do cristal

liquido liotropico

Diferentes tipos de lipidios tém sido estudados para liberacao de farmacos
por diferentes vias de administracdo. Lipidios parcialmente hidrofilicos, no
estado sélido, tém sido usados como carreadores de farmacos hidrofilicos para
obter sistema de liberacédo sustentada. Esses sistemas de liberacdo podem ser

aplicados por diferentes vias de administracéo, como carreador de farmacos em
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implantes solidos ou aplicacdes em engenharia biomimética (YANG et al., 2015;
BOYD et al., 2006).

Devido as propriedades biomiméticas, o potencial para liberagédo
controlada de farmacos e a propriedades biofarmacotécnicas dos CLL ampliou
a utilizacao destes compostos para uso em sistemas de liberacdo de farmacos
(GARIDEL et al., 2015). Atualmente, os CLL fazem parte das estratégias mais
promissoras para aumentar a biodisponibilidade, modificar a cinética de
liberacdo e de absorcao de farmacos (LAI et al., 2010; LANCELOT et al., 2014;
LAl et al., 2009; ALEANDRI et al., 2015) e, também, para liberacdo de farmacos
em alvo especifico (HWANG et al., 2002; LEE et al., 2016).

As particulas de CLL s&o nanoestruturas que tém se mostrado
extremamente versateis para sistemas de liberacdo de farmacos e aplicacéo
para diferente vias de administracdo, entre elas oftalmica (ACHOURI et al.,
2013), nasal (CARVALHO et al., 2013), vaginal (SALMAZI et al., 2015), dérmica
(VERMA e PATHAK, 2010), oral (ZENG et al., 2012), ou parenteral (LANCELOT
et al., 2014).

Lipidios anfifilicos polares, tais como os fosfolipidios, quando colocado em
meio aquoso, formam espontaneamente bicamadas lipidicas
termodinamicamente estaveis. Os lipossomos sdo exemplos de reorganizacao
de lipidios anfifilicos e tém sido extensivamente estudados para liberacdo de
farmacos, proteinas e genes. Entretanto, a reorganizacao espontanea de lipidios
anfifilicos em meio aquoso pode resultar em outras estruturas tridimensionais de
fase lamelar, cubica e hexagonal, os quais tem sido utilizado como ferramenta
importante no carreamento e transporte de farmacos (RATTANAPAK et al.,
2012; YAN et al., 2011; YULIN CHEN, PING MA, 2014). A estrutura de fase
cubica tem sido explorada ndo apenas para farmacos, mas também para
proteinas e na via de administracdo em vacina (SHAH et al., 2001; LANCELOT
et al., 2014).

A forma de agitacdo da disperséo lipidio/agua interfere nas caracteristicas
e formacéo de NCLL (ACHOURI et al., 2013). A preparagao de NCLL hexagonal
e cubico pode ser obtida por disperséo simples e agitacdo com vortex (BOYD et
al., 2006), microfluidizador de alta-pressdo (GUSTAFSSON, et al., 1997;
ACHOURI, et al., 2013) e ultrassonicacdo (WORLE et al., 2007). A adigdo de
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copolimeros ou tensoativos nao idnicos forma dispersdes coloidais mais estaveis
formam NCLL na forma cubica ou hexagonal (ACHOURI et al., 2013).

A reorganizacdo de lipidios anfifilicos polares, quando colocados em
agua, ocorre invariavelmente para a formacdo de bicamadas lipidicas. No
entanto, dependendo da temperatura e do teor de agua no meio, os lipidios se
organizam formando mesofases do tipo lamelar, cubica e hexagonal, as quais
constituem os sistemas mais comuns de CLL usados em SLF e micelar reversa
(GUO et al., 2010; KIM et al., 2015).

As fases lamelares (La) sao formadas pela maior concentracao de lipidios
anfifilicos, e obedecem um ordenamento de longo alcance, cuja estrutura é
constituida por um arranjo linear de bicamadas lipidicas alternadas e um canal
de agua. O aumento da concentracdo os compostos anfifilicos para além de
onde sdo formadas as fases lamelares leva a formacao da fase liotropica de
topologia inversa, denominadas de fase cubica inversa, fase hexagonal inversa
(H2) ou fase cubica micelar inversa. Na prética, as fases de topologia inversa séo
mais facilmente formadas por moléculas anfifilicas com duas ou mais cadeias de
hidrocarbonetos ligados a um Unico grupo polar. A fase hexagonal reversa (Hz2)
consiste de infinitos bastdes de agua arranjados em uma estrutura bidimensional
e separados por bicamadas lipidicas (GUO et al., 2010; LANCELOT et al., 2014).

De uma forma geral, as diferentes fases de liquido-cristalino podem ser
obtidos a partir do desordenamento da cadeia de hidrocarbonetos do lipideo
imputados pelo aquecimento, adicdo de &gua, energia usada na
homogeneizacao da disperséo, tipo de homogeneizador ou associacao de todos
estes fatores (WORLE et al., 2007). Desta forma, uma transi¢do da fase La para
a fase cubica e finalmente para fase H2 pode ocorrer pela reorganizacdo do
lipidio em condig¢des de estresse aquoso ou térmico. A fase cubica € usualmente
encontrada entre as fases hexagonal reversa e lamelar com maior teor de agua.
Assim, a fase pode coexistir em equilibrio com excesso de agua. Em adicéo as
fases lamelar, hexagonal reversa e cubica para liberacdo de farmacos, varios
trabalhos indicam outras fases como esponja e particulas cuboides (SHAH et al.,
2001).
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3.5 Mecanismos de liberacéo, absorcéo e permeacéo

Um sistema para liberagdo transdermal de farmaco pode ser composto
pelo farmaco e por uma mesofase (anfifilica/lipofilica/agua). Nesse caso, o
referido farmaco estd contido no interior da mesofase, que é um carreador
adaptado para transportar e apdés a administracdo, liberar gradualmente o
farmaco de forma sustentada e por um periodo longo de tempo (BOYD et al.,
2006; GARTI et al., 2010).

O comportamento de liberagdo de farmacos a partir de mesofase
hexagonal segue a cinética de difusdo controlada de Higuchi (GUO et al., 2010),
em que a quantidade acumulada de difusdo do farmaco através da matriz
apresenta dependéncia linear em relacdo a raiz quadrada do tempo. Geraghty
etal., (1996) estudaram a liberacéo de farmacos antimuscarinicos in vitro, a partir
de hidrogel, monoleina 18-99/4gua. Os autores constataram que a liberacdo
sustentada do farmaco, durante um periodo de 18 horas, seguia o modelo de
difusdo controlada de Higuchi (GERAGHTY et al., 1996). Assim parece que a
difusdo controlada da molécula do farmaco é influenciada pela ordem interna e
simetria da mesofase.

Efrat et al. (2007), desenvolveram um método analitico para detectar em
que niveis as moléculas héspedes de um sistema CLL contribuem para a ordem
interna e simetria da mesofase (efeito cosmotrépico) e para qual nivel de
concentracdo estas moléculas destroem a simetria interna e sdo agentes de
transformacao de fase (efeito caotropico). Os autores relataram que a presenca
de ions de moléculas hospedes podem se complementar estruturalmente uma
com a outra e exibir solubilizacéo sinérgica (EFRAT et al., 2007; LOCKWOOD
et al., 2008).

Aparentemente, as maiores taxas de permeacdo podem ser alcancadas
com moléculas que possuem maior qualidade de ions cosmotrépico (OH-, CO3?
: S04%; HPO4 2, Mg?*, Li-, Zn?*, AI®*). Por outro lado, moléculas com ions mais
caotropicos (Na*, K*, Br, I) tendem a serem intercaladas na area interfacial e
interagir com a frag&o polar dos lipidios. Assim, a difusdo de um farmaco pelos
canais de agua de uma mesofase liotropica é impedida por dois fatores
(LIBSTER et al., 2012). O primeiro € o confinamento geométrico do farmaco que

restringe o seu movimento e a sua difusdo no dominio aquoso do CLL. O
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segundo fator € a forca de interacdo quimica do farmaco com a as fracdes
hidrofilicas e lipofilicas do lipidio (YARIV et al., 2010).

A mesofase hexagonal reversa (H2) tem demonstrado que pequenos
peptideos e peptideos hidrofilicos podem ser solubilizado na mesofase H2. Em
estudo in vitro foi demonstrado que a mesofase hexagonal tem potencial para
liberacdo transdermal de desmopressina e aumenta a permeacéo transdermal
da ciclosporina A (LIBSTER et al., 2009; LIBSTER et al., 2007; LOPES et al.,
2006).

Estes sistemas tém demonstrado ser também efetivo para liberagdo de
farmaco em alvo especifico. O acido p-aminobenzdico (PABA) é um farmaco
utilizado no tratamento de desordens fibroticas da pele e como agente de filtro-
solares. O PABA tem biodisponibilidade oral limitada devido a baixa solubilidade
em agua (6.1 mg.mL™) o que faz dele um farmaco candidato a formulagdo de
CL. Kadhum et al., (2016), avaliaram a formulacdes orais de CL para aumentar
a biodisponibilidade e o direcionamento alvo especifico do PABA para a pele.
Neste estudo, o desenvolvimento de uma formulacdo oral usando dispersdo
composta de CLL na forma culbica, aumentou significativamente a
biodisponibilidade de PABA-CL, quando comparada com solucdo de PABA
sozinha. Os autores atribuiram a maior biodisponibilidade ao tipo de lipidios
formadores do CL, sugerindo que a administracdo oral de formulagdes CL é
vantajosa para liberacdo alvo-especifica de PABA para o tecido cutaneo
(KADHUM et al., 2016). Contudo, € preciso considerar que nos CL as moléculas
estdo altamente ordenadas com um sélido, enquanto em preparacdes liquidas
as moléculas do farmaco estéo livres e difundem randomicamente, reduzindo a
biodisponibilidade (CHEN et al., 2014).

As propriedades reolégicas e mucoadesivas de uma formulagéo
precursora de CL para administracdo por via hasal composta de tensoativo néao-
ibnico (PPG-5-CE-TETH-20), acido oleico e 4gua mostrou ser uma estratégia
promissora para liberacdo sistémica de zidovudina e outros farmacos
antirretrovirais (CARVALHOI et al., 2013). Sistema mucoadesivo precursor de
CL composto de PPG-5-CETETH-20, acido oleico, quitosana e P407, se mostrou

adequado para administracdo vaginal de curcumina (SALMAZI et al., 2015).
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Em ambos os estudos os farmacos tém a biodisponibilidade limitada pela
baixa solubilidade em agua. No estudo com curcumina a forma de CL também
aumentou a estabilidade quimica deste fitoquimico. Altas concentracdes dos
tensoativos oxiestearato de polietilenoglicol (EHL 14-16) e ricinoleato de
polietilenoglicol glicerol (EHL12-14) foram utilizadas para preparacdo de
nanoparticulas de CL com o objetivo de transportar finasterida para liberagédo
topica. Os resultados mostraram estabilidade da forma de dosagem, liberacao
rapida e aumento significativo de permeacédo da finasterida por via cutanea.
Neste estudo, 0 aumento da permeacao foi atribuido ao grau de desorganizacao
das cadeias acil dos lipidios que resultou em aumento da fluidez do estrato
corneo.

A correlacdo entre a estrutura de diferentes CLL e a administracao
transdermal do anti-inflamatério diclofenaco também foram avaliadas (CHEN et
al., 2014; GUO et al., 2010b; YARIV, et al., 2010). O impacto de agentes
cosmotropico ou caotrépico de sais derivados de diclofenaco (Na*, K*, e
dietilamina - DEA™) foi avaliado sobre as caracteristicas estruturais de diferentes
mesofase liotrépicas e sobre o perfil de liberacdo transdermal (YARIV et al.,
2010).

Nos estudos, os CL foram preparados pela mistura de
monoleina/etanol/agua. O efeito mais caotropico da dietilamina entre os
derivados do diclofenaco (dietilamina diclofenaco) interage com a fracao polar
da monoleina, rompe a simetria interna, e causa transformacédo de fase pela
expansao da interface lipidio-agua das mesofase lamelar e cubica. O diclofenaco
de potéssio, o sal menos caotrépico dos derivados do diclofenaco teve efeito
menos pronunciado sobre a caracteristica estrutural da mesofase. Como era
esperado, o sal sodico (cosmotropico) teve a menor influéncia sobre ambas as
mesofases lamelar e cubica (YARIV et al., 2010).

Outra aplicagdo importante para os CLL é a liberacdo periodontal de
anestésicos e antibiodticos para prevencao e tratamento de infecgdes. A interacdo
de lidocaina e cloridrato de lidocaina com estrutura de CL para uso tépico foi
estudada. A preparacdo in situ do anestésico contendo CL levou ao
aprisionamento do sal no interior da regido aquosa do CL lamelar, possivelmente
devido ao efeito caotropico (FEHER et al., 2008).



40

Neste caso, a liberacdo do sal (lidocaina-HCI) é lenta devido a baixa
propriedade do sal para penetrar a fracdo mais lipofilica. As diferentes opgdes
descritas para farmacos hospedeiros das microestruturas de sistemas CLL
podem ser aplicadas para analgesia, topica, ocular, pés-herpética entre outras
(MUELLER-GOYMANN e FRANK, 1986; SHUKR, 2014; CAMPBELL et al.,
2002).

O desenvolvimento de um pré-concentrado CLL livre de agua com boa
tolerancia fisica e formacédo espontanea de CL em meio aquoso, foi projetado
para ser injetado na bolsa periodontal, onde seria transformado em fase cristalina
de alta viscosidade com textura para liberagcdo controlada do farmaco. O
benzoato de metronidazol foi usado como agente ativo, Miglyol 810 e
polyethylenoglycol oxy-stearate (HLB 14-16) e glycerol polyethylenoglycol
ricinoleato (HLB12-14) foram utilizadas para formar fase CLL com 10-40% de
conteddo de &gua. A rigidez da estrutura liotropica influenciada pelos
surfactantes exerceu maior efeito sobre a liberacdo de benzoato de metronidazol
(FEHER et al., 2008).

Bruschi et al., (2008), usaram um sistema precursor de fase liquida
cristalina composto de microparticulas de gelatina contendo prépolis, PPG-5-
Ceteth 20, miristato de isopropila e agua para tratamento de doencas
periodontais. Neste estudo a liberacao foi nao Fickian (anémalos) para 10%, 30%

e 50% de carreamento inicial de farmaco.
3.6 Monoleina

Monoestearato de glicerila ou monoleina (MO) é um lipidio
monoglicerideo insaturado de cadeia longa, composto principalmente por
glicerideos do acido oleico e acidos graxos. A MO pode ser associada a 4gua de
forma termodinamicamente estavel, é considerada um material natural,
biocompativel, biodegradavel e atoxico, com equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL)
entre 3,0-4,0 e em alguns estudos tem apresentado propriedades mucoadesivas
(LARA; BENTLEY; COLLETT, 2005; VERMA; AHUJA, 2015).

Ganem-Quintanar et al., (2000) apresentaram uma revisdo sobre
aplicacdoes farmacéuticas da MO. As principais aplicacbes descritas foram
emulsificante, solubilizante, potencial para aumento de absorcdo de farmacos,

carreador de farmacos, e também pode ser aplicada em sistemas de liberagéo
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de farmacos para as via de administracéo oral, parenteral, vaginal e periodontal.

A MO é uma substancia anfifilica, lipofilica, composta por uma cadeia de
hidrocarbonetos (dominio apolar) ligada a um glicerol por uma ligagdo éster e
grupos hidroxilas de dominio polar (GANEM-QUINTANAR et al.,, 2000;
KULKARNI et al., 2011). Uma representacdo da estrutura quimica da MO é

apresentada na Figura 3.

Figura 3 — Representacéo esquematica da estrutura quimica da MO

Ho/\|/\o X

OH
H4C
Fonte: KULKARNI et al., 2011.

A MO pode ser obtida por diferentes reacées como esterificacdo de acidos
graxos (acido oleico e glicerol) ou por transesterificacdo do refinamento dos
6leos vegetais de canola e girassol. A MO (Myverol® 18-92K) derivada do 6leo
de girassol € composta de 96% de monoglicerideo total, 0,3% de glicerol livre,
0,07% de umidade, 0,9 mg de KOH/g e 99,6 g de 1/100 g (GANEM-QUINTANAR
et al., 2000).

Sistemas compostos por MO e solventes tem capacidade de auto-
organizacdo espontanea das nanoestruturas cristalinas. Além disso, os lipidios
anfifilicos podem se arranjar em diferentes ordens (mesofases cristalinas) na
adicdo de um meio aquoso, promovendo a formacéo de CLL. A formacéo do CLL
depende da concentracdo dos componentes (aditivos e solventes), variacdo de
temperatura e energia livre (sonicagcdo, turbilhonamento e ultrassom)
(BORGHETI-CARDOSO et al., 2014; GUO et al., 2010; PAN et al., 2013).

3.7 Tensoativos e hidrotropos

Tensoativos sdo moléculas que apresentam caracteristica anfifilica
(dominio polar e apolar) e podem ser anidnicos, catibnicos ou nao-iénicos. A
porcdo lipofilica (ou apolar) da molécula, geralmente, é responsavel por sua
atividade de superficie. A porcdo apolar de um tensoativo normalmente é
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formada por hidrocarbonetos saturados ou insaturados, ja a porcao polar é
formada por grupamentos carboxilicos, hidroxilicos, os quais podem ser
estereficados, ou aminas secundarias e terciarias (BRANDAO, 1997; DALTIN,
2011).

Hidrétropos sédo substancias com caracteristica tensoativas que
promovem o efeito de hidrotropia (aumento de solubilidade). E desta forma, a
funcdo dos hidrotropos € permitir o aumento da solubilidade em meio aquoso e
nos sistemas das NCLL auxiliam a formacéo de canais de agua (FLORENCE;
ATTWOOD, 2003; GUO et al., 2010).

3.7.1 Monolaurato de polioxietileno sorbitano

O monolaurato de polioxietileno sorbitano ou polissorbato 20 (Tween 20%)
(Figura 4) é um tensoativo ndo-iénico (EHL 16,7), com formula molecular
CssH114026, massa molar 1128,0 g.moll. Embora, seja amplamente utilizado
como agente emulsificante e solubilizante, o Tween 20®, também pode ser
utilizado como hidrotropo.

Os polissorbatos sdo compostos por oxido de etileno e obtidos a partir do
sorbitol. O Sorbitol é desidratado e transformado em sorbitano (anidrido ciclico
de sorbitol), que é parcialmente esterificado com &cido oleico ou estearico, para
se obter um éster hexitano e por fim, o 6xido de etileno € adicionado para se
obter o polissorbato (ROWE, 2006).

Figura 4 - Representacéo esquematica da estrutura quimica do monolaurato

de polioxietileno sorbitano

o\/]l
y
ﬁ\/o CHy(CH2)gCHa

Fonte: ROWE, 2006.
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3.7.2 Monoestearato de sorbitano

Monoestearato de sorbitano (Span 60®), representado estruturalmente na
Figura 5, € um tensoativo ndo-idénico (EHL 4,7) com formula molecular C24H460s,
massa molar de 430,7 g.mol. O Span 60® é obtido pela desidratacédo do sorbitol
formando o hexitano (1,4-sorbitano), o qual é esterificado com acidos graxos. O
Span 60® pode ser utilizado como tensoativo, agente solubilizante e também
como hidrétropo (ROWE, 2006).

Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do monoestearato
de sorbitano
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2016.

3.7.3 Lauril sulfato de sédio

Lauril sulfato de sddio (LSS) ou Sulfato dodecil de Sddio (SDS) (Figura 6)
€ tensoativo anidnico da classe dos sulfonatos (EHL 40) obtido
pela sulfatacdo de acido sulfirico com dodecanol (alcool laurico) seguido pela
neutralizacdo com carbonato de sédio ou hidroxido de sédio. O LSS comumente
é utilizado como agente emulsificante, tensoativo e hidrétropo. O LSS apresenta
formula de Ci12H2sNaO4S e massa molar de 288.4 g.mol! (ANDO; KUWABARA,;
MORI, 2012; ROWE, 2006).

Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do lauril sulfato de

sédio
| |
H—c—(CHz).,O—clz 0 T O Na
b H 0

Fonte: ROWE, 2006
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3.7.4 Poloxamer 407

Poloxamer 407 (P407) (EHL 23) € uma substancia composta de
copolimeros sintetizados por polimeracao sequencial de monémeros de 6xido de
etileno e 6xido de propileno na presenca de hidroxido de sodio ou hidréxido de
potassio. A molécula de poloxamer (Figura 7) € composta por grupos hidrofilicos
de polioxietileno (PEO) intercalado por grupo hidrofobico de polioxipropilenos
(PPO) (RICCI et al., 2002).

Figura 7 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do copolimero

oA T oA

Fonte: TALASAZ; et al., 2008.

O P407 possui propriedades anfifilicas que dependem da relacdo em
massa entre PEO:PPO. Portanto, a lipofilicidade e hidrofilicidade é modificada
pela variacao da razdo molar entre os grupos PEO:PPO. Com relacdo em massa
de PEO:PPO de 2:1 o P407 apresenta mais hidrofilico e com massa molecular
nominal de 12.600g.mol™.

O P407 € utilizado como agente dispersante, emulsificante,
coemulsificante, solubilizante e também como hidrétropo (ROWE, 2006). E tem
sido utilizado em sistemas para aumentar a propriedade bioadesiva, modular a
viscosidade e liberacdo de farmacos em diferentes vias de administragdo como
vaginal, oftalmicas, intravenosa, pulmonar e oral (ALVES, 2015; TALASAZ, et
al., 2008; YUAN et al., 2012).

3.8 Curcumina

A Curcumina (CUR) (1,7-bis (4-hydroxy- 3-methoxyphenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione) € um composto fitoquimico presente no rizoma do
acafrdo-da-india, da classe dos polifendlicos e € a principal substancia bioativa
dos curcuminoides (ANUCHAPREEDA et al., 2012; SUETH-SANTIAGO et al.,
2015). A estrutura quimica da CUR é apresentada na Figura 8. A CUR apresenta
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massa molecular igual 368,38 g/mol* e ponto de fusdo de 183°C (SANTOS,
2015; SILVA et al., 2016).

Figura 8 — Representacéo esquematica da estrutura quimica da curcumina (1)

éter, (2) fenol, (3) cetona e (4) enol

Fonte: Adaptado de WANG et al., 2011.

As principais propriedades farmacoldgicas comumente relatadas para
CUR, entre outras descritas na literatura sao: anticoagulante (SHAH et al., 1999),
antifingica (MARTINS et al., 2009), anti-inflamatéria (BROUET; OHSHIMA,
1995), antimalarica (CHAKRABARTI et al., 2013; RASMUSSEN et al., 2000),
antioxidante (SHARMA, 1976) e antitumoral (WILKEN et al., 2011).

Agrawal et al., (2010) descreveram sobre o efeito da CUR nos os
receptores cerebrais de insulina e na funcdo de memodria em ratos com
deméncia. Nesse estudo a CUR apresentou atividade neuroprotetota e reduziu
danos oxidativos. Assim, a CUR foi indicada para aplicagdo no tratamento de
doencas neurodegenerativas como o mal de Alzheimer e mal de Parkinson.

Contudo, a biodisponibilidade da CUR por via oral € limitada devido a
baixa solubilidade em dgua (MARGULIS et al., 2014; SUETH-SANTIAGO et al.,
2015). Além disso, a estabilidade quimica é afetada pela luz e oxidacdo. Essas
caracteristicas biofarmacotécnicas tornam a CUR um composto em potencial
para veiculagdo em sistemas nanoparticulados na forma de CLL, obtido a partir
de sistemas emulsionados. Nestes sistemas, a CUR estd molecularmente
dispersa no dominio lipidico do CLL, protegida da degradacdo oxidativa
catalisada pela luz e sua biodisponibilidade se torna menos dependente da
solubilidade aquosa (CUI et al., 2009; TIYABOONCHALI, et al., 2007).

3.9 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica e caracterizacao

morfoldgica
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3.9.1 Ensaio de centrifugacao

O ensaio de centrifugacdo € um teste de estabilidade, no qual emprega a
forca de gravidade, fazendo com que as particulas se movam no interior da
amostra. O ensaio provoca estresse na amostra, devido ao aumento da
mobilidade das particulas (BRASIL, 2004; MASSON et al., 2005). Para sistemas
com baixa estabilidade termodinamica, a centrifugacdo acelera a coalescéncia,

agregacao ou separacgao das fases dispersa e dispersante (TADROS, 2004).

3.9.2 Ensaio de variacao térmica

O ensaio de variacdo térmica é um teste de estabilidade, no qual, as
amostras sédo submetidas intencionalmente a mudancas significativas de
temperatura, e com isso sdo mantidas em aquecimento gradual na faixa entre
40 e 80°C. As amostras que sofrem qualquer tipo de alteracdo macroscopica
nesse estudo sugere possivel instabilidade do sistema (BRANCONI; et al.,1995;
PIANOVSKI et al., 2008). As instabilidades comumente observadas séo
coalescéncia, flutuacdo ou sedimentacdo e separacdo de fases (TADROS,
2004).

3.9.3 Potencial Zeta, diametro de particula e indice de

polidispersidade

O potencial zeta e a mobilidade eletroforética sédo determinadas por
microeletroforese. O equipamento emprega espalhamento dinamico de luz
(DLS) para medida do diametro das particulas, e espalhamento de luz por
analise de fase (PALS) para determinacéo da carga elétrica da superficie das
particulas (potencial zeta) e a distribuicdo multimodal dos tamanhos das

particulas € avaliado pelo indice de polidispersidade (EL-REFAIE et al., 2015).

3.9.4 Potencial hidrogenidnico

A medida do potencial hidrogenidnico (pH) envolve leituras
potenciométricas de pH em meio aquoso com controle da temperatura do meio.
A medida do pH em diferentes tempos é utilizada para avaliar alteragbes
quimicas das amostras em funcdo do tempo e da temperatura de
armazenamento (BRASIL, 2004).
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3.9.5 Condutividade i6nica em funcdo do aumento da

temperatura

A condutividade ibnica ou condutancia especifica avalia as medidas de
resistividade elétrica (AOUADA, 2005; NASCIMENTO, 2015) e a capacidade da
conducdo elétricas das amostras (URBAN, 2004). Portanto, o ensaio de
condutividade ibnica € utilizada para avaliar instabilidades e alteracdes fisicas

em funcdo do aumento gradual da temperatura.

3.9.6 Calorimetria exploratoria diferencial

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma ensaio termoanalitico.
Resumidamente, a energia é fornecida simultaneamente para o cadinho de
referéncia (branco) e para a amostra. O resultado da diferenca de calor requerido
pela amostra e branco determinam a quantidade de calor absorvido
(endotérmico) ou liberado (exotérmico) pelas moléculas (COOPER et al., 2001).

A transicdo de fase, desidratacdes, reducdes ou reacdes de
decomposicdo sdo expressas por eventos endotérmicos, ja 0s eventos
exotérmicos sao cristalizacbes, oxidacdes, ou reacbes de decomposicdo. O
ensaio é utilizado para caracterizacdo de materiais ou produtos e avaliacao direta
da energia térmica absorvida, na qual ocorre em faixa de temperatura
determinada, e principalmente para avaliar alteracbes na forma cristalina,
entalpia de fusdo, variacdo na temperatura calorifica, temperatura critica de
micelizacao e reticulacdo, além da temperatura de degradacédo (COOPER et al.,
2001).

3.9.7 Espectroscopia de infravermelho com transformada de

Fourier

Estudos de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) consiste na medida de absorbancia ou transmitancia das energias
emitidas pelos estiramentos das ligacOes interatbmicas dos grupamentos
quimicos. Os espectros sao obtidos pelo calculo da transformada de Fourier,
reproduzidos na forma de gréafico de tempo em funcdo da intensidade do sinal
denominado interferograma. Os resultados sao utilizados para identificacdo de

possiveis interacbes quimicas ou incompatibilidades na estrutura orgéanica



48

devido a interacdo das moléculas (SILVERSTEIN et al., 1991, SILVERSTEIN et
al., 2000).

3.9.8 Caracterizagédo estrutural por microscopia com luz

polarizada e confocal a laser

A microscopia de luz polarizada € um ensaio para caracterizagdo de
estruturas cristalinas, onde sao observadas anisotropia, formacéo de lamelas e
presenca de CLL. O principio desta analise é baseada no fenémeno da
birrefringéncia Optica. A birrefringéncia € a formagdo da dupla refracédo
apresentada por materiais cristalinos, e esta relacionada com a velocidade e
direcédo de propagacao da luz polarizada, em funcéo da anisotropia dos arranjos
de CLL, como apresenta os formato lamelar (cruz de malta) e hexagonal. Os CLL
no formato cubicos ndo apresentam birrefringéncia (isotrépico), requerendo
andlise complementar para identificagdo (PAN et al., 2013).

O ensaio de microscopia confocal a laser é uma caracterizacao
microscopica de alta resolucéo, dentre os demais métodos Opticos. Este ensaio
é utilizado para analisar a anisotropia, formacéo de lamelas e presenca de CLL
em diferentes orientagdes, devido o ensaio construir imagens tridimensionais em
diferente plano focal, além do laser conseguir obter fatias Opticas finas em

resolucao sub-nanomeétrica.

3.9.9 Analise das propriedades mecanicas

As medidas de propriedades mecéanicas sdo realizadas usando o
analisador de textura, com capacidade para avaliar determinadas caracteristicas
fisicas das formulacdes, tais como dureza, adesividade, compressibilidade e
coesividade. O ensaio de textura € empregados com a finalidade de determinar
a resisténcia do material, a forca mecéanica, compressao e tensao relacionadas
as propriedades dos materiais, efeitos de reologia de solido, semissélido e
liquidos viscosos. As propriedades mecéanicas citadas séo correlacionadas com
a tensdo de deformagdo e compressado (ALVES, 2015; AOUADA, 2005;
FONSECA-SANTOS, 2015).
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4. CONCLUSAO

Os CL séo considerados um sistema biomimético e mesofase cristalina
de transicdo entre sdlido cristalino e o liquido isotrépico. Diante disso, os CL
apresentam caracteristicas fisicas de solido (rigidez) e liquido (fluidez) e séo
classificados pelo grau de ordem molecular como ordenado (solidos cristalinos)
e desordenado (liquidos isotropicos). Os CL tem capacidade de apresentar
arquiteturas distintas, devido aos diferentes arranjos e alinhamentos das
moléculas, como por exemplo, os CLs lamelar, cubicos e hexagonal.

Com isso, os CL apresentam diferentes aplicacfes. A aplicacdo mais
descrita esté relacionada com a capacidade de carrear farmacos, e desta forma
poder promover a liberacdo de farmaco em diferentes vias de administracao. As
vias comumente descritas sdo oral, periodontal, vaginal e parenteral. E
apresentam potencial para veiculacdo e incorporacdo de farmacos lipofilicos,
hidrofilicos e substancias bioativas.

Desta forma, a CUR, farmaco modelo do estudo, por apresentar algumas
barreiras biofarmacotécnicas como baixa solubilidade em agua e ter a
estabilidade quimica afetada pela degradacéo oxidativa catalisada pela luz, ao
ser veiculada nos sistemas CL e apresentar dispersa molecularmente no
dominio lipidico, pode sugerir aumento da solubilidade e biodisponibilidade,
promovendo melhor absorcédo e em consequéncia aumento do potencial de acéo

farmacoldgico.
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6. ESTUDO DO COMPORTAMENTO  FISICO-QUIMICO DA
MONOLEINA NA PRESENCA DE TENSOATIVOS E AGUA PARA A
OBTENCAO DE NANOPARTICULAS CRISTALINAS LIQUIDAS
LIOTROPICAS

6.1 Resumo

Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas (NCLL) s&o nanoestruturas
fisicas, biomiméticas e apresentam diferentes arquiteturas formadas pela auto-
organizacdo de lipidios em meio aquoso, e morfologicamente os NCLL
apresentam diferentes formas estruturais (lamelar ou cruz de malta, cubica ou
hexagonal). Os sitemas emulsionados precursores de NCLL favorecem a
veiculacgéo e liberacao de farmacos lipofilicos, anfifilicos e hidrofilicos. O objetivo
deste presente estudo foi obter e avaliar sistemas emulsionados precursores de
NCLL. Neste estudo, o lipidio utilizado foi a monoleina (Myverol18-92K) e como
tensoativos foram monoestearato de sorbitano (Span 60®), monolaurato de
polioxietileno sorbitano (Tween 20®) ou mistura dos tensoativos. Os sistemas
emulsionados precursores de NCLL foram preparados pela mistura de
monoleina, tensoativo e 4gua em agitacdo e com controle de temperatura, de
acordo com as condi¢des experimentais. As formulagdes foram avaliadas quanto
andlise da estabilidade fisico-quimica e caracterizacdo estrutural, como
avaliacdo macroscopica, ensaio de centrifugacdo (EC), ensaio de variacéo
térmica (EVT), potencial zeta (PZ), diametro de particula (DP), indice de
polidispersidade (IPD), potencial hidrogenidnico (pH) e microscopia de luz
polarizada (MLP). Apds avaliacdo macroscopica, EC e EVT as formulacdes F1A,
F3A e F3C a 50°C permaneceram estaveis. No periodo de 35 dias de
acompanhamento, o PZ das formulac¢des F1A, F3A e F3C a 50°C apresentaram
valor médio entre -20 e -25mV, para DP o valor médio no periodo foi entre 300
e 400 nm, o IPD apresentou valor médio entre 0,25 e 0,30 e o pH o valor médio
obtido foi de 6,0 e 7,0. Na caracterizagcao de MLP as formulagcbes F3A50°C e
F3C50°C néo apresentaram anisotropia, formacao de lamelas ou NCLL, porém,
as formulagcbes F1A50°C apls 48h de preparacdo apresentou NCLL com
formato de cruz de malta. Desta forma, as diferentes formulacdes e técnicas
empregadas neste estudo serviram para selecionar os componentes das

formulacdes e as melhores condi¢cdes experimentais para obtencdo de NCLL.
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6.2 Abstract

Lyotropic liquid crystalline nanoparticles (LLCN) are physical, biomimetic
nanostructures and to present different architectures formed by the self-
organization of lipids in aqueous medium and morphologically the LLCN have
different structural form (lamellar or maltese cross, cubic or hexagonal). The
LLCN precursor emulsified systems to favor the delivery and release of lipophilic,
amphiphilic and hydrophilic drugs. The objective was to obtain and evaluate
LLCN precursor emulsified systems. In this study, the lipid used was monoolein
(Myverol 18-92K) and as surfactants were sorbitan monostearate Span 60®) and
polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20®) or mixture of surfactants. The
LLCN precursor emulsified systems were prepared by the mixture of monoolein,
surfactant and water, kept under agitation and with temperature control,
according to the experimental conditions. The formulations were evaluated to
physical-chemical stability analysis and structural characterization, such as
macroscopic evaluation, centrifugation essay (CE), thermal variation essay
(VTE), zeta potential (ZP), particle diameter (PD), polydispersity index (PDI),
hydrogenionic potential (pH) and polarized light microscopy (PLM). After
macroscopic evaluation, EC and EVT the F1A, F3A and F3C at 50°C formulations
remained stable. During the 35-day follow-up period, the ZP of the formulations
F1A, F3A and F3C at 50°C presented mean value between -20 and -25mV, to
PD the mean value in the period was between 300 and 400 nm, the PDI
presented mean value between 0.25 and 0.30 and the pH mean value obtained
was 6.0 and 7.0. In the characterization of MLP the F3A50°C and F3C50°C
formulations did not to present anisotropy, lamella or LLCN formation, however,
the F1A50°C formulations after 48h of preparation presented LLCN maltese
cross shaped. Thus, the different formulations and techniques employed in this
study, served to select the components of the formulations and the better

experimental conditions to obtain NCLL.
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6.3 Delineamento experimental

O desenvolvimento dos estudos que envolveram a preparacao,
caracterizacdo e selecdo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL

estdo apresentados esquematicamente na Figura 9.

Figura 9 - Representacdo esquematica do delineamento experimental para o
desenvolvimento e caracterizacéo dos sistemas emulsionados precursores de

nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas

‘ Formulagoes

F1 F2 F3
L | ]

1
‘ Condigoes experimentais

I Adigao da agua ‘ Temperatura Agitagao
| ] |
‘ l |
‘ Avaliagao macroscopica Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica
| l L I | I | |
EC EVT PZ DP IPD | pH
) — ] I | )

l

Selecao de amostras

Microscopia com luz polarizada

Nota: Formula¢des: F1 - MO:Tween 20; F2 - MO:Span 60; F3- MO:Tween 20:Span 60. EC -
Ensaio de centrifugacao; EVT - Ensaio de variagdo térmica; PZ - Potencial zeta; DP - Diametro
de particula; IPD - Indice de polidispersidade e pH - Potencial hidrogenidnico. Fonte: Elaboracéo
propria.

6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Matéria prima

Monoestearato de glicerila (Monoleina) (Myverol 18-92K. Kerry do Brasil.
Lote: 5210549, Brasil); Monolaurato de polioxietileno sorbitano (Tween 20°.
Dinamica. Lote: 48311, Brasil); Monoestearato de sorbitano (Span 60®. Sigma
Aldrich. Lote: SLBL1314V, USA) e 4gua purificada (18,2 MQ. cm™).



67

6.4.2 Preparacdo dos sistemas emulsionados precursores de

NCLL

Para obtencdo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL foi
utilizado monoleina (MO) (EHL 3,0-4,0) como fase oleosa, Tween 20® (EHL 16,7)

e Span 60® (EHL 4,7) como agentes tensoativos. A composicdo de cada

formulacéo (F1-F3) € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das formulacdes para preparacao dos sistemas

emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas

Composicéao

Formulacbes

Fase oleosa
Monoleina

Fase aquosa

Agua purificada gsp.
Tensoativo

Tween 20

Span 60

F1

3%

100

6%

F2

3%

100

6%

F3

3%

100

3%
3%

Fonte: Elaboragéo propria.

A preparacdo de cada formulacdo foi

realizada em diferentes

temperaturas (40, 45 ou 50°C). A agua foi adicionada gota a gota (titulacdo) ou

in bolus. A agitacao foi executada por turbilhonamento (Agitador vortex. Quimis,

AP 220,1. Diadema, Brasil) ou sob frequéncia (40 kHz) de ultrassom (Unique,

USC-3300. Indaiatuba, Brasil). Estas variaveis originaram 36 formulacdes, e as

condi¢cbes experimentais sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢des experimentais para preparagdo dos sistemas

emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas

Condi¢cbes Variacdo datemperatura (°C)

Adicdo de fase aquosa

Agitacao

A 40 45 50
B 40 45 50
C 40 45 50
D 40 45 50

Titulagéo
Titulagédo

In bolus
In bolus

Banho-ultrassom

Turbilhonamento

Banho-ultrassom
Turbilhonamento

Fonte: Elaboragéo propria.

Uma representacédo esquematica do processo de preparacdo é mostrada

na Figura 10. Resumidamente, as formulacdes foram obtidas pelo método de

inversao de fases, conforme descrito por Brooks e Richmond (1991) com ligeiras
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modificacdes. As fases oleosa e aquosa foram previamente aquecidas (Tabela
2). Os tensoativos foram adicionados na fase oleosa, e sobre esta mistura a fase
aguosa foi adicionada por titulagéo ou in bolus e concomitantemente mantida em

agitacao por banho de ultrassom ou turbilhonamento (vortex).

Figura 10 - Representacao esquematica do processo de preparagdo dos

sistemas emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas

Banho-Ultrassom

. ) ) [~ Titulagdo
Monoleina Monoleina:Tensoativo T —
AW
40°C - | =
Aquecimento I Homogeneizagdo
05°C e [0y |  H .

1 1 — :_5’ Agitacdo | ™™
fo=-=-= e 50°C e | © Vortex
i Fase oleosa | A

S—
| Adicdioda 1_|
Tween 20®

Span 60® Bt 1
: : 40°C In bolus Banho-Ultrassom

Aquecimento j— i
1 45°C [ il

50°C

- — -

Fonte: Elaboragéo propria.

6.5 Avaliacdo  macroscopica dos sistemas emulsionados

precursores de NCLL

Avaliacdo macroscépica das formulacdes consideraram o0s seguintes
parametros: homogeneidade das fases, auséncia de floculacdo ou coalescéncia,
cremeacao e sedimentacdo (TADROS, 2004). Este ensaio foi realizado nos

tempos zero e 24 horas apos a preparacdo da formulacéo.

6.5.1 Ensaio de centrifugacao

O ensaio de centrifugacéo (Centrifuga. CELM, Combate. Sdo Caetano do
Sul, Brasil) foi realizado a 25°C+2 com velocidade de rotagédo (rpm) de 3.400
(1163G). As amostras com aproximadamente 5g foram transferidas para os
tubos de centrifuga, e foram centrifugadas por 30 minutos (BRASIL, 2004,

MASSON et al., 2005). Em seguida, as amostras foram avaliadas por dois
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analistas e classificadas conforme os parametros da avaliacdo macroscopica
(TADROS, 2004).

6.5.2 Ensaio de variacao térmica

No ensaio de variacdo térmica, o banho termostatizado (Brookfield, TC
550. Middleborough Estados Unidos) foi controlado na faixa de temperatura
entre 40 e 80°C. As amostras com aproximadamente 5g, foram transferidas para
os tubos de ensaio e submetidas ao aquecimento gradual e progressivo de
10°C/30min. A avaliacdo da estabilidade dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL foi realizada ap6s o retorno das amostras a 25+2°C
(BRANCONI; et al.,1995; PIANOVSKI et al., 2008). A selecédo das amostras
estaveis foram realizadas pela avaliacdo de dois analistas e pela classificacédo

conforme os parametros da avaliacdo macroscopica (TADROS, 2004).

6.6 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica dos sistemas

emulsionados

As formulacBes selecionadas pela andlise macroscépica foram
armazenadas (25°C+2) durante 35 dias. Durante esse tempo, as formulacdes
que permaneceram estaveis foram avaliadas quanto potencial zeta, diametro de
particula, indice de polidispersidade, potencial hidrogenibnico e caracterizacdo
estrutural. Para classificacdo das amostras foram adotados os termos “ Sem
modificacdo” (SM) e “Com modificacdo” (CM) em comparacao ao aspecto inicial

dos sistemas emulsionados.

6.6.1 Determinacdo do potencial zeta, diametro de particula e

indice de polidispersidade

Para ensaio de potencial zeta, diametro de particula e indice de
polidispersidade (BrookHaven — NanoBrook-90 Plus, Nova lorque, Estados
Unidos) o equipamento foi ajustado para comprimento de onda de 635 nm e
angulo fixo de 90°. As amostras foram diluidas em agua purificada (1:10) e a
leitura foi realizada em células eletroforética e analisadas a 25°C em triplicata. O
resultado da estabilidade termodinamica para o potencial zeta sdo expressos em
milivolt (mV) e para diametro de particulas em nanémetro (nm) (EL-REFAIE et
al., 2015).
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6.6.2 Determinag&o do potencial hidrogenionico (pH)

A medida do pH foi realizada com peagdmetro digital (Tecnal, TE-5.
Piracicaba, Brasil) previamente calibrado na faixa de pH entre 4-7, na
temperatura de 25°C+2. As amostras analisadas foram dispersas (1:10) em agua
purificada e neutralizada, ajustada para o pH entre 6,9 e 7,0. As medidas foram
realizadas em triplicata na temperatura de 25°C+2 (BRASIL, 2004).

6.7 Selecdo de amostras

As amostras classificadas como SM apés avaliacdo macroscopica,
ensaios de centrifugacdo, ensaio de variacao térmica e acompanhamento das
propriedades fisico-quimicas foram selecionadas para caracterizacdo

microscoépica com luz polarizada.

6.7.1 Caracterizacdo estrutural por microscopia com luz

polarizada

A caracterizacdo de microscopica com luz polarizada foi utilizada para
avaliar auséncia ou presenca de anisotropia, homogeneidade e formacéo de
lamelas e/ou NCLL. As formulacfes selecionadas foram analisadas nos tempos
zero, 24 e 48 horas ap0s a preparacdo das amostras. Para a microscopia, as
amostras foram depositas em laminas de vidro e coberta com laminula de vidro.
As analises foram realizadas em microscépio (TOA25. Topcon, Téquio. Japéo)
em modo de luz polarizada com campo claro, contraste automatico com
resolucdo em alta exposicao para controle e ajuste de nitidez, e trés condi¢cdes
de ajuste de refracdo de 1, 1/2 e 1/4 de comprimento de onda (A) (PAN et al.,
2013). As micrografias foram capturadas com camera Eurekam 3.0 (Bel, STM-

PRO-T Led. Piracicaba, Brasil) com auxilio do Software Bel view.
7. ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey para comparacdo das médias, e determinada com

intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Avaliagdo  macroscopica dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL

Os resultados da avaliacdo macroscépica dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL referente ao tempo zero ap0s a preparacdo Sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados das avaliagdes macroscopicas dos sistemas
emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas apés

tempo zero de preparacdo

*Form. Aspecto Alteracdo *Form. Aspecto Alteracdo *Form. Aspecto

F1-40°C F2 - 40°C F3-40°C
F1A CM Coalescéncia F2A CM Sedimentacdo  F3A SM
F1B CM Coalescéncia F2B CM Sedimentacdo F3B SM
FiC CM Coalescéncia F2C CM Sedimentacdo F3C SM
F1D CM Coalescéncia F2D CM Sedimentacdo  F3D SM
F1 - 45°C F2 - 45°C F3-45°C
F1A SM - F2A CM Sedimentacdo  F3A SM
F1B SM - F2B CM Sedimentacdo F3B SM
Fi1C SM - F2C CM Sedimentacdo F3C SM
F1D SM - F2D CM Sedimentacdo  F3D SM
F1-50°C F2 - 50°C F3-50°C
F1A SM - F2A CM Sedimentacdo  F3A SM
F1B SM - F2B CM Sedimentacdo F3B SM
FiC SM - F2C CM Sedimentacdo F3C SM
F1D SM - F2D CM Sedimentacdo  F3D SM

Nota: *Form. - Formulac¢des; SM - Sem modificagdo; CM - Com modificagdo. Formulagéo: F1 -
MO:Tween 20; F2 - MO:Span 60 e F3 - MO:Tween 20:Span 60. Condig&o experimental: A -
Titulagdo e banho de ultrassom; B - Titulacdo e turbilhonamento; C - in bolus e ultrassom e D -
in bolus e turbilhonamento. Fonte: Elaboragéo propria.

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL na formulagéo F1 nas
condicbes A, B, C e D, na temperatura de 40°C apresentaram coalescéncia
seguida de separacdo de fases. Porém, as mesmas formula¢cdes com a mesma
técnica de preparacdo e aumento da temperatura para 45°C (F1A-F1D) e 50°C
(F1A-F1D) néo apresentaram qualquer modificacdo macroscoépica.

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL na formulagéo F2 nas
condicbes A, B, C e D nas temperaturas 40, 45 e 50°C apresentaram

sedimentacdo seguida de precipitagdo, sem separacdo das fases aquosa e
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oleosa. Paras as formulacdes F2 a temperatura ndo contribuiu para melhorar a
estabilidade do sistema. Os sistemas emulsionados precursores de NCLL na
formulacé@o F3 nas condigdes A, B, C e D permaneceram estaveis independente
da temperatura de aquecimento.

Na andlise desses resultados a forma de adicdo da agua (titulagéo ou in
bolus) e o tipo de agitacdo (banho de ultrassom ou turbilhonamento) néo
interferiram na obtencéo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL. A
temperatura de aquecimento foi critica apenas para a formulacdo F1. Para essa
formulacdo, o aumento na temperatura para 45 e 50°C contribuiu para uma
melhor distribuicido do Tween 20® e estabilizagdo da emulsdo O/A. Para a
formulacdo F3, a mistura dos tensoativos foi suficiente para estabilizar o sistema
emulsionado.

Devido a proximidade dos valores de EHL do Span 60® (4,7) com a MO
(3,0-4,0), o melhor resultado de estabilidade era esperado para a formulagéo F2.
No entanto, o melhor resultado observado foi para a mistura 1:1 m/m de Tween
20® com Span 60® (EHL 10,7). Neste caso, o maior volume de agua (MO:agua
3:100 m/m) foi o fator responséavel para a estabilizacdo do sistema emulsionado
com a mistura dos tensoativos.

Diante disso, a analise de avaliagdo macroscoépica realizada, apés tempo
zero de preparacao, selecionou 20 amostras para avaliacdo da estabilidade pelo
ensaio de centrifugacdo e variacdo térmica, cujo os resultados dos ensaios

referente ao tempo de 24h apds a preparacéo sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados da estabilidade dos sistemas emulsionados precursores
de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas ap6s ensaio de centrifugacéo e
variagcao térmica apés 24h de preparacao

*Form. Centrifugacéo Vquagao *Form. Centrifugacéo Vrflrla_gao
térmica térmica
F3 - 40°C
- - - F3A CM/ SF CM/SD
- - - F3B CM/ SF CM/SD
- - - F3C CM/ SF CM/SD
- - - F3D CM/ SF CM/SD
F1 - 45°C F3 - 45°C
F1A CM/ SF CM/SD F3A SM CM/SD
F1B CM/SF CM/SD F3B CM/ SF CM/SD
F1C CM/SF CM/SD F3C CM/ SF CM/SD
F1D CM/SF CM/SD F3D CM/ SF CM/SD
F1 - 50°C F3 - 50°C
F1A SM SM F3A SM SM
F1B CM/SD CM/SF F3B CM/SD CM/SD
F1C CM/SD CM/SF F3C SM SM
F1D CM/SD CM/ SF F3D CM/SD CM/SD

Nota: *Form. - Formulagbes; SM - Sem modificacdo; CM - Com modificagdo. SF - Separacéo de
fases. SD - Sedimentacdo. Formulacdo: F1 - MO:Tween20 e F3 - MO:Tween20:Span60.
Condicao experimental: A - Titulacdo e banho de ultrassom; B - Titulagéo e turbilhonamento; C -
in bolus e ultrassom e D - in bolus e turbilhonamento. Fonte: Elaboracéo prépria.

O comportamento de sistemas emulsionados submetidos ao ensaio de
centrifugacéo, dependem da diferenca de densidade e resisténcia interfacial
entre as fases oleosa e aquosa. E para o ensaio de variagdo térmica, 0 aumento
da temperatura acelera o processo de degradacdo dos componentes presente
nas formulacdes. Assim, a auséncia de instabilidade com separacao de fases,
para ambos o0s ensaios, é considerado um indicativo de estabilidade
(CANGUSSU et al., 2015). Apos a realizacdo dos ensaios de centrifugacdo e
variacdo térmica, as unicas formulagbes que permaneceram estaveis foram a

F1A, F3A e F3C a 50°C, e desta forma, seguiram para avaliacao fisico-quimica.

8.2 Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica dos sistemas
emulsionados precursores de NCLL

bY

As formulagbes selecionadas (F1A, F3A e F3C a 50°C) foram
armazenadas a 25+2°C e acompanhadas durante 35 dias. Os ensaios para
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica foram realizados nos tempos 1, 7, 14,

21, 28 e 35 dias e estdo apresentados nas Figuras 11 a 14, conforme segue.
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8.2.1 Determinacdo do potencial zeta, diametro de particula,

indice de polidispersidade e pH

O potencial zeta mede a carga elétrica de superficie das particulas e serve
como indicativo da estabilidade termodinamica dos sistemas dispersos (RIZWAN
et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). Alguns estudos consideraram estaveis
para os sistemas emulsionados precursores de NCLL, potencial zeta entre -15
(JIN et al., 2013) e -33 mV (EL-REFAIE et al., 2015).

Neste estudo, o valor médio do potencial zeta para as formulacdes
F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C durante o periodo de acompanhamento estao
apresentados na Figura 11, e podemos observar que o valor médio entre as
formulacbes foram obtidos entre -15 mv e -26 mv, 0 que representa que as

formulac6es apresentaram um sistema termodinamicamente estavel.

Figura 11 - Resultados das medidas de potencial zeta das formulagbes
F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C

W F1A50°C
F3A50°C
F3C50°C

- 30
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Nota: Formula¢bes: F1A50°C (MO:Tween20; A - Titulagdo e banho de ultrassom); F3A50°C
(MO:Tween20:Span60; A - Titulagdo e banho de ultrassom) e F3C50°C (MO:Tween20:Span60;
C - in bolus e ultrassom). Fonte: Elaboracao propria.

Comparando os tempos 1 e 35 dias o potencial zeta para formulagao
F1A50°C foram respectivamente -24,22+1,7 mV e -22,45+3,73 mV, para
F3A50°C foram respectivamente -26,25+2,44 mV e -20,87+2,94 mV e para
F3C50°C foram respectivamente -21,04+4,88 mV e -21,53+2,51.
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Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias. A comparagéao dos resultados
das formulagdes, entre 0s grupos e intragrupos, foi significativamente diferentes
(p<0,05). Entretanto, como apontado na literatura, as formulacdes sao
consideradas estaveis na variacao entre -15 e -33 mV, devido a carga elétrica
de superficie ter uma amplitude de variacdo que € aceita na literatura.

O didmetro de particula das formulacdes podem ser alterados devido
alguns fatores como composicdo das amostras, temperatura e agitacédo
(MARCATO, 2009). El-Refaie et al., (2015) e Avachat e Parpani (2015)
consideraram, respectivamente, estaveis para 0s sistemas emulsionados
precursores de NCLL, didmetro de particula entre 99,2 e 202,7 nm.

Neste estudo, o valor médio do diametro de particula para as formulacdes
F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C durante o periodo de acompanhamento estdo

apresentados na Figura 12, cujos valores ficaram entre 300 e 400 nm.

Figura 12 - Resultados das medidas de diametro de particula das formulag6es
F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C
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Nota: Formulagdes: F1A50°C (MO:Tween20; A - Titulagdo e banho de ultrassom); F3A50°C
(MO:Tween20:Span60; A - Titulagdo e banho de ultrassom) e F3C50°C (MO:Tween20:Span60;
C - in bolus e ultrassom). Fonte: Elaboracao propria.

Comparando os tempos 1 e 35 dias, os diametros de particula para
formulacdo F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C foram respectivamente, 298,22+5,43
e 283,64%t16,7 nm, 384,7+12,11 e 379,85+11,67 nm e, 339,39+6,73 e

327,77+1,37 nm. Os sistemas carreadores lipidicos, bem como, os sistemas



76

emulsionados precursores de NCLL, geralmente, apresentam sistemas estaveis
com particulas inferiores a 300 nm (PETRILLI, 2013), como foi observado para
a formulacdo F1A50°C, diferente para as outras formulacdes.

Em analise estatistica, as medidas do diametro de particula foram
comparadas entre 0s grupos e intragrupos nos tempos 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias.
Os resultados das formulagBes ndo mostraram diferencas estatisticas, entre os
grupos e intragrupos, para as formulagfes durante o periodo de armazenamento
(p>0,05), demonstrando que 0 processo de preparacdo e 0 tempo de
armazenamento nao interferem no diametro de particula.

O indice de polidispersidade esta relacionado com a variagéo do diametro
de particula, e os valores menores que 0,25 é indicativo de homogeneidade para
o diametro de particula, e em consequéncia, sugerem estabilidade
termodinamica dos sistemas dispersos (CHO, 2013).

Neste estudo, o valor médio do indice de polidispersidade para as
formulagbes F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C durante o periodo de
acompanhamento estdo apresentados na Figura 13, cujos valores ficaram entre

0,25 e 0,30, sugerindo que os sistemas sao termodinamicamente estaveis.

Figura 13 - Resultados das medidas do indice de polidispersidade das

formulacdes F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C
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Nota: Formulagbes: F1A50°C (MO:Tween20; A - Titulagdo e banho de ultrassom); F3A50°C
(MO:Tween20:Span60; A - Titulagdo e banho de ultrassom) e F3C50°C (MO:Tween20:Span60;
C - in bolus e ultrassom). Fonte: Elaboracéo propria.

Em analise estatistica, as medidas do indice de polidispersidade foram

comparadas entre 0s grupos e intragrupos nos tempos 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias.
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Os resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05) entre 0s grupos
e intragrupos para as formulagcfes durante todo o periodo de armazenamento.
O pH € um ensaio importante para inferir sobre a estabilidade quimica das
formulacdes durante o periodo de armazenamento (MONTEIRO e SILVA, et al.,
2013). A reducédo ou aumento do valor de pH sugerem modificacBes quimicas
tais como degradacgéo ou formacéo de novos compostos (SAVIAN et al., 2011).
No estudo de estabilidade quimica, os valores médios de pH para as
formulacées F1A50°C, F3A50°C e F3C50°C séo apresentadas na Figura 14, e

ficaram entre 6,0 e 7,0.

Figura 14 - Resultados das medidas de pH das formula¢des F1A50°C,
F3A50°C e F3C50°C
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Nota: Formula¢des: F1A50°C (MO:Tween20; A - Titulagdo e banho de ultrassom); F3A50°C
(MO:Tween20:Span60; A - Titulacdo e banho de ultrassom) e F3C50°C (MO:Tween20:Span60;
C - in bolus e ultrassom). Fonte: Elaboracao propria.

Comparando os tempos 1 e 35 dias o pH para formulacéo F1A 50°C foram
respectivamente 6,28+0,035 e 6,30+0,015, para F3A 50°C foram
respectivamente 6,06+0,01 e 6,27+0,01 e F3C 50°C foram respectivamente
6,19+0,015 e 6,98+0,02. Em analise estatistica, os resultados foram comparados
entre 0S grupos e intragrupos nos tempos 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de
armazenamento. Nos resultados houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os

grupos e intragrupos para as formula¢des durante o periodo de armazenamento.
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8.2.2 Caracterizacdo estrutural por microscopia com luz

polarizada

A andlise microscopica com luz polarizada foi utilizada para avaliar a
auséncia ou presenca de anisotropia, homogeneidade e formacao de lamelas
e/ou NCLL. As formulacdes selecionadas foram observadas nos tempos zero,
24 e 48 horas ap0s a preparacao, e as micrografias foram capturadas em trés
condi¢Oes de ajuste de refracédo de 1, 1/2 e 1/4 de comprimento de onda (A).

As formulacbes F3A e F3C a 50°C nao apresentaram formacao de
lamelas ou NCLL do tipo anisotropico (na forma de cruz de malta e hexagonal)
ou isotrépico (na forma cubica) (micrografias ndo apresentadas), sugerindo que
a forma de adicdo de agua (titulacdo ou in bolus) ou agitacdo (banho de
ultrassom) ndo sédo determinantes na formacdo dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL. Porém, a formulacdo F1A50°C apresentou formacédo de
lamelas e NCLL anisotropico no formato de cruz de malta, cujas micrografias
obtidas nos tempos zero, 24 e 48h sdo apresentadas, respectivamente, na
Figura 15.

A micrografia da formulacdo F1A50°C mostrou, no tempo zero de
preparacao, a formacao de lamela. Apés 24h de preparacdo, houve um ligeiro
estreitamento das lamelas observadas, e em 48h de preparacdo foi possivel
observar a presenca de estruturas de NCLL do tipo anisotropico com formato de
cruz de malta (lamelar). Estes resultados sdo coincidentes como descrito e
observado por El-Refaie e Fonseca-Santos (EL-REFAIE et al., 2015; FONSECA-
SANTOS, 2015).
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Figura 15 - Micrografias da formulagéo F1A 50°C obtidas nos tempos zero (A),
24 (B) e 48 horas (C) por microscopia com luz polarizada em trés ajuste de refracéo
(1,1/2e 1/4 A)

\ ; ' ‘
Lamelas /
Lamelas

Estreitamento Estreitamento

Estreitamento

Nota: As micrografias foram obtidas em modo polarizado com aumento Optico de 100x. As
imagens foram obtidas em campo claro, com contraste automatico com resolugdo em alta
exposicdo para controle e ajuste de nitidez em trés condi¢ces de refracdo de comprimento de
onda (A=1, 1/2 e 1/4) na emisséo de luz. NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas.
Fonte: Elaboracéo propria
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9. CONCLUSAO

As diferentes formulagBes e técnicas empregadas neste estudo serviram
para selecionar os componentes das formulacées e as melhores condi¢des
experimentais para obtencéo de NCLL, bem como para definir se os surfactantes
seriam utilizados como tensoativos ou hidrétropos nas formulagcdes com
curcumina.

Neste estudo, as condi¢cbes experimentais variaram na técnica de adi¢éo
de &gua (in bolus ou titulagéo), na temperatura de aquecimento (40, 45 ou 50°C)
e no tipo de agitacdo (turbilhonamento em vortex ou banho de ultrassom). Em
relacdo a composi¢cao foram desenvolvidas trés diferentes formulagbes de
sistemas emulsionados: F1 (MO:Tween 20:agua), F2 (MO:Span 60:4gua) e F3
(MO:Tween 20:Span 60:4gua). A formulacéo F2 se mostrou fisicamente instavel,
com separacao de fases. Para as formula¢cdes F1 e F3, as variaveis do processo
de preparacao e da composicao das formulacdes influenciaram para obtencéo
de sistemas estaveis.

Das formulacfes, apenas a F1A50°C obtida pela técnica de adicédo de
agua por titulacdo, agitacdo por banho de ultrassom e na temperatura a 50°C,
apresentou NCLL do tipo anisotrépico na forma de cruz de malta, quimica e
termodinamicamente estavel. Este resultado sugere que o Tween 20 (EHL 16,7)
e a temperatura (50°C) foram decisivos para obtencdo de um sistema na forma
de CLL anisotropico. E a forma de adicdo de 4gua e agitacéo contribuiram para
estabilidade do sistema.

Entretanto, a formulagcdo F1A50°C apresentou quantidade reduzida de
NCLL. Assim, para adicdo de curcumina (Capitulo 1ll) a propor¢cdo (m/m)
MO:4gua foi alterada, o Tween 20® foi adicionado como hidrétropo e as
condi¢cOes experimentais para adicdo de agua por titulacdo, agitacdo por banho

de ultrassom e temperatura a 50°C foram mantidas.
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11.0TIMIZACAO DAS FORMULACOES PARA OBTENCAO DE
NANOPARTICULAS CRISTALINAS LIQUIDAS LIOTROPICAS,
VEICULACAO DE CURCUMINA E CARACTERIZAGCAO FISICO-
QUIMICA

11.1 Resumo

Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas (NCLL) s&o nanoestruturas
fisicas, biomiméticas e apresentam diferentes arquiteturas formadas pela auto-
organizacdo de lipidios em meio aquoso, e morfologicamente os NCLL
apresentam diferentes formas estruturais (lamelar ou cruz de malta, cubica ou
hexagonal). Os sitemas emulsionados precursores de NCLL favorecem a
veiculacgéo e liberacdo de farmacos lipofilicos, anfifilicos e hidrofilicos. O objetivo
deste estudo foi otimizar as formulacbes para obtencdo de sistemas
emulsionados precursores de NCLL, veicular a curcumina (CUR) e realizar a
caracterizacao fisico-quimica. Neste estudo, o lipidio utilizado foi a monoleina
(Myverol18-92K). Como hidrétropos foram utilizados monolaurato de
polioxietileno sorbitano (Tween 20®), lauril sulfato de sédio (LSS) e poloxamer
407 (P407) e como farmaco modelo a CUR. Os sistemas foram preparados pela
mistura de monoleina, hidrétropos e agua, em agitacdo e com controle de
temperatura e construcdo de diagrama de fases. A CUR foi adicionada nas
formulacdes previamente selecionadas. As formulacdes foram avaliadas quanto
a avaliacdo macroscopica, ensaio de centrifugacao (EC), ensaio de variacao
térmica (EVT), potencial zeta (PZ), diametro de particula (DP), indice de
polidispersidade (IPD), potencial hidrogenionico (pH), microscopia com luz
polarizada (MLP) e confocal a laser (MCL), condutividade ibénica (CIFT),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho
(FTIR), propriedades mecanicas (dureza, compressibilidade, adesividade,
coesividade e mucoadesdao), teor da CUR e perfil de dissolucéo e liberacdo da
CUR. Em avaliacdo macroscopica, as formulagdes classificadas como sistema
viscosos translicidos e que na MLP apresentaram anisotropia, homogeneidade
e formacédo de lamelas e/ou NCLL foram selecionadas. Nestas a CUR foi
incorporada. O maior percentual de teor da CUR incorporada ao sistema foi de
70%. Apos EC e EVT(i), as formulacdes se mantiveram estaveis. Para o EVT (ii),

no periodo durante 60 dias, as formula¢cdes com e sem CUR apresentaram PZ
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meédio entre -16 e -45 mV, DP médio para as sem CUR foi entre 200 e 400 nm,
paras as com CUR foi 200 e 250 nm, o valor médio de IPD para as formulacdes
com e sem CUR foi entre 0,09 e 0,35 e pH médio para ambas as formulacdes
com e sem CUR foi entre 6,0 e 7,0. Em avaliacdo de MLP e MCL as formula¢cdes
selecionas apresentaram formacao de lamelas e CL no formato de cruz de malta.
A formulag&@o mais estaveis para o ensaio de CIFT foram as DFB-F6 sem e com
CUR. As curvas de DSC mostraram mudanca no estado cristalino da CUR. As
curvas obtidas por FTIR mostraram que 0s estiramentos dos grupamentos
qguimicos da CUR permaneceram inalterados. As propriedades mecanicas foram
consideradas Uteis para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas e
vias de administracdo. Além disso, no estudo de dissolucéo e liberacdo da CUR,
a liberacdo maxima de CUR foi observado apés 28h para formulacdo DFB-F6
(30%).



86

11.2 Abstract

Lyotropic liquid crystalline nanoparticles (LLCN) are physical, biomimetic
nanostructures and to present different architectures formed by the self-
organization of lipids in aqueous medium and morphologically the LLCN have
different structural form (lamellar or maltese cross, cubic or hexagonal). The
LLCN precursor emulsified systems favors the delivery and release of lipophilic,
amphiphilic and hydrophilic drugs. The objective was to optimize the formulation
to obtain LLCN precursor emulsified systems, to carry the curcumin (CUR) and
accomplish the physical-chemical characterization. In this study, the lipid used
was monoolein (Myverol 18-92K). As hydrotropes were used polyoxyethylene
sorbitan monolaurate (Tween 20®), sodium lauryl sulfate (SLS), poloxamer 407
(P407) and as model drug the CUR. The LLCN precursor emulsified systems
were prepared by the mixture of monoolein, hydrotropes and water, kept under
agitation and with temperature control and phase diagram construction. The CUR
was added in the formulations previously selected. The formulations were
evaluated as macroscopic evaluation, centrifugation essay (CE), thermal
variation essay (TVE), zeta potential (ZP), particle diameter (PD), polydispersity
index (PDI), hydrogenionic potential (pH), polarized light microscopy (LPM),
confocal laser microscopy (CFM), ion conductivity (IC), differential scanning
calorimetry (DSC), infrared spectroscopy (FTIR), mechanical properties
(hardness, compressibility, adhesiveness, cohesiveness and mucoadhesion),
percentage of CUR and dissolution and release profile of CUR. In the
macroscopic evaluation, the formulations classified as translucent viscous
system, and that in the LPM to present anisotropy, homogeneity and lamella
and/or LLCN formation were selected (F6, DFA-F6 e DFB-F6).The highest CUR
content was observed in the DFA-F6 formulation (70%). The formulations
remained stable after CE and VTE (i). In the VTE (ii), after the 60-day period, the
formulations with and without CUR presented mean ZP between -20 and -45 mV,
mean PD for those without CUR was between 200 and 400 nm, for with CUR was
200 and 250 nm, the mean PDI value for formulations with and without CUR was
between 0.1 and 0.35 and mean pH for both formulations, with and without CUR
was between 6.0 and 7.0. In LPM and CFM evaluation the selected formulations

presented lamella and CL formation with the malt cross format. The most stable
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formulation for the ion conductivity were DFB-F6 without and with CUR. The DSC
curves showed a change in the crystalline state of CUR. The curves obtained by
FTIR showed that the stretches of the CUR chemical groups remained
unchanged. The mechanical properties found were considered useful for the
development of novel dosage forms and routes of administration. In addition, in
the dissolution and release study of CUR, the maximum release of CUR was
observed after 28h for DFB-F6 formulation (30%).
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11.3 Delineamento experimental

O desenvolvimento dos estudos envolveu a preparagédo, selecdo das
amostras, incorporacdo da CUR e caracterizacdo da estabilidade fisico-quimica.
A otimizacao das formulagdes precursoras de NCLL foi realizada pela adicdo de
hidrotropos. Como hidrotropos foram utilizados lauril sulfato de sodio (LSS) (EHL
40), poloxamer 407 (P407) (EHL 23) e Tween 20® (EHL 16,7). Nestas
formulagBes foram reajustados a taxa MO:agua (m/m). Além disso, todas as
formulacdes foram preparadas na temperatura a 50°C, com adicdo de agua por
titulacdo e agitacdo por banho de ultrassom. O delineamento experimental do

estudo esta apresentado esquematicamente na Figura 16.

Figura 16 - Representacdo esquemaética do delineamento experimental para
otimizacdo das formulacdes, veiculagcdo da curcumina e caracterizacédo fisico-quimica
e morfoldgica dos sistemas emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas

liguidas liotrépicas

Formulagodes

[

| i
Sem hidrétropo Com hidrétropo

Avaliagao macroscopica e Microscopica

} Selegao de amostras

Incorporagao de curcumina

Avaliagdo da estabilidade fisico-quimica e caracterizagido estrutural

I I I I I l | ]
| | |

. EC | EVT(i) | EVT(i) MLP ' MCL | CIFT | DSC | FTR | PM

1
| |
PZ DP |IPD pH

Nota: EC - Ensaio de centrifugacdo; EVT - Ensaio de variagdo térmica; PZ - Potencial zeta; DP -
Diametro de particula; IPD - indice de polidispersidade; pH - Potencial hidrogeniénico; MLP -
Microscopia de luz polarizada; MCL - Microscopia confocal a laser; CIFT Condutividade ibnica
em fungdo do aumento da temperatura; DSC - Calorimetria exploratéria diferencial; FTIR -
Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier e PM - Propriedade mecénicas.
Fonte: Elaboracao propria.
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12.MATERIAL E METODOS
12.1 Matéria prima

Monoestearato de glicerila (Monoleina) (Myverol 18-92K. Kerry do Brasil.
Lote: 5210549, Brasil), Monolaurato de polioxietileno sorbitano (Tween 20°.
Dinamica. Lote: 48311, Brasil), Lauril sulfato de sédio (Dinamica. Lote: 131351,
Brasil), Poloxamer 407 (Kolliphor P 407 micro. BASF. Lote: WPOI545T, Brasil),
Fosfato de sédio bibasico anidro (NazHPOa) (Synth. Lote: 61997, Brasil), Fosfato
de sodio monobasico anidro (NaH2POa4) (Synth. Lote: 87959, Brasil), Cloreto de
sédio (NaCl) (Dinamica. Lote: 64939, Brasil), Curcumina (Sigma Aldrich. Lote:
SLBD0850V) e agua purificada (18,2 MQ. cm™).

12.2 Preparacgédo de sistemas emulsionados precursores de NCLL

sem hidrotropo

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL sem hidrétropo foram
preparados com monoleina (MO) (18-92; EHL 3,0-4,0) como fase oleosa e agua
purificada como fase aquosa. Para obtencao dos sistemas as formulacoes (F1,
F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9) eram compostas por MO:agua, respectivamente,
1:9, 2:8, 3:7, 4.6, 5.5, 6:4, 7:3, 8:2 € 9:1 m/m.

Uma representacdo esquematica dos processos de preparacdo dos
sistemas emulsionados precursores de NCLL sem hidrétropo sdo mostradas na
Figura 17. Resumidamente, as formulacdes foram preparadas sob aquecimento
(50°C), a agua foi adicionada por titulacao e as formulacfes foram agitadas em
banho de ultrassom (Unique, USC-3300. Indaiatuba, Brasil) durante 5 minutos.
O processo resultou em 9 formulagdes (F1-F9). As formulacdes obtidas foram
avaliadas e selecionadas, a partir de avaliagdo macroscopica e por microscopia

com luz polarizada.
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Figura 17 - Representacao esquematica do processo de preparagdo dos
sistemas emulsionados precursores de nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas

sem hidrétropo

‘ Sistema emulsionado
Monoleina ] Hl precursor de NCLL

5’ Agitagao .
: 1 f”' — | —

Aquecimento
()

1
LFasooleosa | -

Fonte: Elaboragé&o propria.

12.3 Preparagédo de sistemas emulsionados precursores de NCLL

com hidrotropos e construcao de diagrama ternario de fases

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL com hidrétropos foram
preparados com MO (18-92; EHL 3,0-4,0), os hidrétropos: LSS (EHL 40), P407
(EHL 23) e Tween 20°® (EHL 16,7) e agua. O diagrama ternario de fases foi
representado por um triangulo equilatero, onde cada vértice corresponde a
massa de cada fase da formulacéo (fase oleosa, aquosa e hidrotropo). A fase
oleosa foi representada no vértice superior esquerdo, o hidrétropo foi
representado no vértice da base do triangulo e a fase aquosa foi representada
no vértice superior direito. A leitura da massa referente as concentragfes de
cada componente das formulacdes devem ser seguidas no sentido horario. As
propor¢cdes dos componentes dos sistemas precursores de NCLL com

hidrétropos séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Proporcdes (m/m) dos componentes dos sistemas precursores de

NCLL para construcao do diagrama ternario de fases

Formulacbes Composicao
Monoleina (g) Agua purificada (g) Hidrétropos (g)

F1 1 9 0,09
F2 2 8 0,08
F3 3 7 0,07
F4 4 6 0,06
F5 5 5 0,05
F6 6 4 0,04
F7 7 3 0,03
F8 8 2 0,02
F9 9 1 0,01

Fonte: Elaboracéo propria



91

Uma representacdo esquematica dos processos de preparacdo dos
sistemas emulsionados precursores de NCLL com hidrotropos e construcao dos
diagramas ternarios de fases sdo mostradas na Figura 18. Os diagramas
ternarios de fases foram obtidos pela titulagcdo da fase aguosa adicionados a
mistura MO:hidrétropo (m/m). A massa de hidrétropo adicionada em cada
formulagcédo foi equivalente a 1% da massa de agua em cada sistema. As
formulagdes foram preparadas em aquecimento (50°C) e mantidas sob agitagcéo

em banho de ultrassom durante 5 minutos.

Figura 18 - Representacao esquematica do processo de preparagédo dos
sistemas emulsionados precursores de NCLL com hidrétropos e construgdo dos

diagramas ternarios de fases

Monoleina
I"Fase oleosa '
ey e ] . .

Sistema emulsionado
precursor de NCLL
LSS, P407 ou " i " ;
quecimento w th -
Tween20 |~ 5 SHp [

Hidrotropo :—-

Fonte: Elaboragéo propria.

Portanto, com base na construcao dos diagramas ternarios de fases foram
construidas 27 formulacdes, ou seja, cada hidrétropo obteve 9 formulagdes (F1-
F9). Os sistemas emulsionados precursores de NCLL com hidrétropos foram
identificados como diagrama ternario de fases “A” (DFA) para as formulacdes
com LSS, diagrama ternario de fases “B” (DFB) para P407 e diagrama ternario
de fases “C” (DFC) para o Tween 20°.

12.4 Selegéo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL, na presenca ou
auséncia de hidrotropos foram selecionados a partir da avaliagdo macroscopica
e microscopia com luz polarizada. A avaliagdo macroscopica foi realizada pela
classificacdo descrita por Calixto et al. (2016), como sistemas viscosos com

aspecto translucido (VT) ou opaco (VO), liquidos com aspecto translucido (LT)
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ou opaco (LO) e instabilidade com separacdo de fases (SF). Nos sistemas
emulsionados precursores de NCLL com hidrotropos essa avaliagéo foi utilizada
para delimitacdo das regifes nos diagramas ternarios de fases.

A microscopia com luz polarizada foi utilizada para avaliar a auséncia ou
presenca de anisotropia, homogeneidade e formacédo de lamelas e/ou NCLL
apos 24h de preparacao da formulacdo. Para microscopia, as amostras foram
depositas gentiimente em lamina de vidro, formando um filme e coberta com
laminula de vidro. A andlise foi realizada em microscopio (Nikon, Eclipse E800.
Toquio, Japao) com modo polarizado, com contraste em modo ampliado e
resolucdo em alta exposicdo para ajuste de nitidez. As micrografias foram
capturadas com camera (Nikon, DS-r 1. Téquio, Japdo) com auxilio do Software
NIS-Elements (PAN et al., 2013).

12.5 Curva analitica da CUR

A construcdo da curva analitica para CUR foi realizada conforme descrito
por Alves (2015). Resumidamente, uma solucdo padréao foi preparada com 1
mg.mL? de CUR em etanol 95% (m/v). A solucdo padrdo foi diluida em
concentragées entre 0,05 e 5 yg.mL1. A concentracdo de CUR, preparada em
triplicata para cada amostra, foi determinada por espectroscopia (MultiSpec-
1501, Shimadzu, Kyoto, Japao) em comprimento de onda (A) de 427 nm.

12.6 Equilibrio de solubilidade da CUR em MO

O equilibrio de solubilidade da CUR em MO foi determinado,
experimentalmente, a partir de uma dispersao supersaturada contendo 0,02 g de
CUR/1 g de MO. Esta taxa foi estabelecida ap6s ensaio de solubilidade (dados
nao apresentados). As amostras foram mantidas sob agitacdo (95 rpm)
constante durante 24 horas em agitador orbital (TE-4200, TECNAL, Piracicaba,
Brasil) mantido na temperatura a 25+2°C. As amostras preparadas em triplicata
foram centrifugadas a 3400 rpm durante 60 minutos, ap0s este tempo o
sobrenadante foi recolhido com auxilio de uma pipeta automatica (Gilson,
Pipetman P200, Franca). Para determinagdo da massa de CUR dissolvida, o

sobrenadante foi diluido em solugdo etandlica 95% e a concentracdo foi
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determinada por espectroscopia (A 427 nm) (ALVES, 2015; BASKARAN et al.,
2014).

12.7 Incorporacéo de CUR nos sistemas emulsionados precursores
de NCLL

Resumidamente, a MO foi previamente aquecida até a temperatura de
50°C, os hidrotropos foram adicionados e a mistura foi homogeneizada. Nessa
mistura, a CUR foi adicionada e homogeneizada até completa dissolucao. Sobre
esta mistura, a fase aquosa foi adicionada por titulacdo, sob agitacdo constante
por banho de ultrassom (frequéncia de 40 kHz), esse processo de agitacao foi

realizado durante 5 minutos.
12.8 Teor da curcumina

O teor da CUR incorporado nas amostras foi determinado
experimentalmente a partir da equacédo da reta, utilizando as absorbancias
obtidas por espectroscopia (A 427 nm). Para medida das absorbancia, as
amostras com aproximadamente 30 mg foram dissolvidas em etanol 95% (m/v),

(JIN et al., 2013). A determinacao do teor da CUR foi realizada em triplicata.

12.9 Avaliacdo da estabilidade fisico-quimica e caracterizacéo

estrutural dos sistemas emulsionados precursores de NCLL

A estabilidade fisico-quimica foi analisada apés repouso de 24h e ap6s os
ensaios de centrifugacdo e variacdo térmica. A caracterizacdo estrutural foi
realizada por microscopia com luz polarizada e confocal a laser nos tempos 24h
e 7 dias. E as propriedades fisico-quimicas das amostras foram avaliadas por
condutividade i6nica em fun¢do do aumento da temperatura (CIFT), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e propriedades mecanicas (dureza, compressao,

adesividade e coesividade).

12.9.1 Ensaio de centrifugacao

O ensaio de centrifugacao (CELM, Combate. S&o Caetano do Sul, Brasil)

foi realizado a 25°C+2 e 3400 rpm (1163G). As amostras foram avaliadas
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macroscopicamente para homogeneidade das fases, auséncia de floculagédo ou
coalescéncia, cremeacédo e sedimentacdo (TADROS, 2004). Este ensaio foi
realizado apds 24h de preparacéo da formulacdo (BRASIL, 2004; MASSON et
al., 2005).

12.9.2 Ensaio de variacao térmica

O ensaio de variacéo térmica foi realizado em duas condicdes: (i) variacdo
gradual da temperatura realizada na taxa 10°C/min entre 40 e 80°C (a
estabilidade das amostras foi avaliada apds o resfriamento e retorno para
25+2°C) (BRANCONI; et al.,1995; PIANOVSKI et al., 2008); (ii) armazenamento
das amostras em trés diferentes temperaturas (9, 25 ou 37°C) e
acompanhamento da estabilidade durante 60 dias (ISAAC et al., 2008). A
estabilidade das amostras foram avaliadas nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias e
foram avaliadas quanto ao potencial zeta, diametro de particula, indice de
polidispersidade e variagdo da concentragcdo hidrogenidnica (pH) (BRASIL,
2004).

12.9.3 Determinacao do potencial zeta, diametro de particula e

polidispersidade

Para ensaio de potencial zeta, didmetro de particula e indice de
polidispersidade (BrookHaven — NanoBrook-90 Plus, Nova lorque, Estados
Unidos) o equipamento foi ajustado para comprimento de onda de 635 nm e
angulo fixo de 90°. As amostras foram diluidas em agua purificada (1:10) e a
leitura foi realizada em células eletroforética e analisadas a 25°C em triplicata. O
resultado da estabilidade termodinamica para o potencial zeta foram expressos
em milivolt (mV) e para didametro de particulas em nanémetro (nm) (EL-REFAIE
et al., 2015).

12.9.4 Variagdo da concentragado hidrogenibénica (pH)

A determinacdo do pH foi realizado com peagdmetro digital (Tecnal, TE-
5. Piracicaba, Brasil) previamente calibrado na faixa de pH entre 4-7 na
temperatura de 25°C+2. As amostras analisadas foram dispersas (1:10) em agua
purificada e neutralizada, ajustada para o pH entre 6,9 e 7,0. As medidas foram
realizadas a 25°C+2 em triplicata (BRASIL, 2004).
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12.9.5 Caracterizacdo estrutural por microscopia com luz

polarizada

A avaliagdo estrutural por microscopica com luz polarizada foi utilizada
para avaliar a auséncia ou presenca de anisotropia, homogeneidade e formacéao
de lamela e/ou NCLL apoés 24h e 7 dias de preparacao das formulagcdes. Para a
microscopia, a andlise foi realizada conforme descrito no item 12.4 (Sele¢&o dos
sistemas emulsionados precursores de NCLL).

12.9.6 Caracterizacédo estrutural por microscopia confocal a laser

A avaliacao estrutural por microscopia confocal a laser (Leica, TCS SP8.
Solms, Alemanha) foi utilizada com a finalidade de observar a formagéo
tridimensional de estruturas lamelares e/ou NCLL. Para o ensaio, as amostras
foram preparadas sobre laminulas de vidro formando um filme e ajustadas na
plataforma do microscopio para visualizacdo e captacdo de imagem, em
ambiente com pouca luminosidade e controle de temperatura (20°C). As
micrografias digitais foram obtidas utilizando filtro polar6ide, modo Photo
Multiplier Transmitter (PMT) na linha de laser na faixa de comprimento de onda
(A) de 488 nm e PMT-Trans para reflexdo, em aumento Optico de 400x e

reconstruida em modo XYZ com auxilio do Software Las X.

12.10 Avaliagcéo da condutividade ibnica em fungdo do aumento da

temperatura

A avaliacdo da condutividade foi realizada utilizando condutivimetro
(Tecnopon, mCa 150. Piracicaba, Brasil) acoplado com banho termostatizado.
Os sistemas emulsionados precursores de NCLL foram submetidos a uma rampa
de aquecimento (5°C/10min) entre 25 e 70°C, e para realizacdo da analise, uma
amostra de 2g foi transferida para porta-amostra de camisa dupla. O sistema foi
adaptado para controle de temperatura e leitura da condutividade i6nica a cada
10 min. O ensaio foi realizado em triplicata (URBAN, 2004).

12.11 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caracterizagdo termoanalitica dos sistemas emulsionados precursores
de NCLL foi realizada por DSC (Termal Analyzer TA 60W - Shimadzu DSC-60.
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Kyoto, Japéo). Para analise foi utilizado cadinho de aluminio e 5mg de amostra
hermeticamente fechado. O aquecimento foi realizado na faixa de 20 e 200°C
com taxa de aquecimento de 2°C.min* em atmosfera de nitrogénio com fluxo de

35 mL.min1.

12.12 Espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A caracterizacdo dos grupamentos quimicos especificos para o0s
componentes dos sistemas emulsionados precursores de NCLL, foi determinado
por FTIR (FTIR IRAffinity-1S. Shimadzu. Kyoto, Japdo) pela técnica de
reflectancia atenuada (ATR) no modo transmitancia. Espectros foram obtidos na
faixa de comprimento de onda de 4.000 a 400 cm™, com resolugéo de 4 cm™ e
64 scans. Os espectros foram normalizados e as bandas de vibracdo foram
associadas aos principais grupamentos quimicos de cada componente dos
sistemas (ALVES, 2015).

12.13 Avaliacado das propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas avaliadas foram dureza, compressao,
adesividade e coesividade. Para ensaio o analisador de textura (TA-TX Plus,
Stable Micro Systems, Reino Unido) foi previamente calibrado com carga de 5Kg.
Para ensaio, as amostras (10g) foram acondicionadas em Becker de vidro com
capacidade para 25mL e armazenadas por 24h sob temperatura controlada
(25+2°C) para remocédo das bolhas de ar (ALVES, 2015). Os parametros para

realizacdo deste ensaio estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Pardmetros para avaliagdo das propriedades mecanicas

Parametros
Modo de teste Compressao
Velocidade pré-teste 0,50 mm/s
Velocidade de teste 0,50 mm/s
Velocidade pés-teste 0,50 mm/s
Modo Strain (tenséo)
Strain (tenséo) 10%
Forca de gatilho 5,00 g

Fonte: Elaboragéo propria
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O ensaio de avaliacdo das propriedades mecéanicas foi analisado pela
relacdo entre carga em gramas (g) versus tempo em segundos (s). Uma
representacdo esquematica da curva de resisténcia mecéanica é apresentada na

Figura 19.

Figura 19 - Representacdo esquematica da curva de resisténcia mecéanica (A)

compressibilidade, (B) adesividade, (C) dureza e (D) coesividade

\ o

Carga (g)

Tempo (s)

Fonte: Elaboracéo propria

12.14 Estudo de dissolucdo da CUR em meio aquoso

No estudo de dissolucdo, a CUR (1 mg) foi dispersa em 5 mL de tampéo
fosfato (pH 7,4) em placa de cultura de células com fundo chato, com dimenséao
de 35 mm de diametro e 17,5 mm de profundidade. O sistema foi mantido em
agitador orbital (Tecnal, TE-4200, Piracicaba, BR), na temperatura de 37+2°C
em agitacao constante (100 rpm). Uma aliquota de 1 mL, do sobrenadante, foi
retirada em triplicata apds 24h. As aliquotas foram diluidas em etanol 95% (v/v)
e as absorbancias da CUR determinadas por espectroscopia (A 427 nm). O
calculo da concentracdo de CUR foi realizado utilizando a equacéo da reta obtida

da curva analitica. O ensaio foi realizado em triplicata.

12.15 Estudo de dissolucédo e liberacdo da CUR nos sistemas

emulsionados precursores de NCLL em meio aquoso

O estudo de liberagédo e dissolucdo da CUR foram realizados para as
formulacbes S6-CUR, DFA-S6-CUR e DFB-S6-CUR. Para ensaio, 2 g das
formulacdes foram acomodadas cuidadosamente em placa de 6 pocos. Em cada

poco da placa contendo a amostra foi adicionado 5,0 mL de tampao fosfato (pH
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7,4). O sistema foi mantido em agitador orbital, na temperatura de 37+2°C em
agitacao constante (100 rpm). As condic@es sink foram estabelecidas com base
no estudo de equilibrio de solubilidade e mantidas durante o experimento.

Uma aliquota de 1 mL, do sobrenadante, foi retirada, em triplicata, nos
intervalos de tempo de 1, 2, 4, 6, 24 e 28 horas. O volume do meio foi mantido
constantemente pela adicdo de 1 mL de tampéao fosfato (pH 7,4) aquecido a
37+2°C. As aliquotas foram diluidas em etanol 95% (v/v) e as absorbéancias da
CUR foram determinadas por espectroscopia (A 427 nm). Para determinacao, o
calculo da concentracdo de CUR foi realizado utilizando a equacéo da reta obtida
da curva analitica. O ensaio foi realizado em triplicata (ALVES, 2015; JIN et al.,
2013).

13. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste Tukey para comparacdo das médias, e determinada com
intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
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14. RESULTADOS E DISCUSSAO

14.1 Preparacgéo dos sistemas emulsionados precursores de NCLL

com ou sem de hidrétropos e selecdo das amostras

A estratégia para este estudo foi preparar sistemas emulsionados
precursores de NCLL na presenca ou auséncia de hidrotropos, com finalidade
de otimizar a obtencdo de mesofases de CLL. Hidrotropos sao substancias com
caracteristicas tensoativas que promovem o efeito de hidrotropia, cuja funcao é
permitir 0 aumento da solubilidade em meio aquoso e auxiliar a formacéo de
canais de agua nos precursores de NCLL (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; GUO
et al., 2010). Estes hidrétropos foram escolhidos com base no valor de EHL e
nos resultados obtidos para Tween 20® (Capitulo 1l), no qual o sistema
emulsionado precursor de NCLL composto por MO:Tween 20:agua (F1A50°C)
foi considerado quimica e termodinamicamente estavel, com presenca de NCLL
do tipo anisotrépico na forma de cruz de malta.

Calixto et al., (2016) descreveram, macroscopicamente, 0s sistemas
emulsionados e os diferenciaram considerando a estabilidade (separacdo de
fases), viscosidade e opalescéncia. Este estudo denominou o0s sistemas como
viscosos translucido (VT) ou opaco (VO), liquidos transltcido (LT) ou opaco (LO)
e instaveis com separacdo de fases (SF). Nas formulac6es com presenca ou
auséncia de hidrétropos a andlise do resultados obtidos neste estudo foram:
sistemas viscosos translicido (VT) e opaco (VO), liquidos opaco (LO) e
instabilidade com separacao de fases (SF).

As formulagbes dos sistemas emulsionados precursores de NCLL sem
hidrétropos eram compostas por MO:agua (m/m) (formulagcdes F1-F9). As
formulacdes F1-F9 foram classificadas macroscopicamente como: SF (F1, F2 e
F3), VO (F4, F7, F8 e F9) e as formulacdes F5 e F6 eram do tipo VT.

Para avaliacdo macroscopica dos sistemas emulsionados com
hidrotropos, o diagrama ternario de fases foi usado como superficie de resposta.
O diagrama ternario de fases é uma ferramenta importante para otimizar as
formulacbes e a investigagdo das transicbes de fases dos sistemas
emulsionados precursores de NCLL (CARVALHO et al., 2013; CHORILLI, 2007).

Com base no diagrama ternario de fases foram projetadas 27

formulagbes, sendo 9 formulagBes para cada hidrotropo utilizado (LSS, P407 ou
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Tween 20%®). Os diagramas ternario de fases dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL estdo apresentados nas Figuras 20 a 22, respectivamente,
para as formulac¢des cujos hidrétropos utilizados foram LSS (DFA), P407 (DFB)
e Tween 20® (DFC).

Figura 20 - Diagrama ternario de fases composto por monoleina, agua e lauril
sulfato de sddio (DFA) e classificaces dos sistemas: VT (1), VO (A) e SF (@)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 1

LSS (g)
Nota: Formulagbes DFA - F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9 eram compostas por MO:agua:LSS,
respectivamente, 1:9:0,09, 2:8:0,08, 3:7:0,08, 4:6:0,06, 5:5:0,05, 6:4:0,04, 7:3:0,03, 8:2:0,02 e
9:1:0,01 m/m. Sistemas viscosos com aspecto translicido (VT), ou viscosos opaco (VO) e
separacao de fases (SF). Fonte: Elaboracéo propria.

Nas formulacdes em que LSS foi utilizado como hidrétropo, os melhores
resultados foram aqueles obtidos para os sistemas VT (F5 e F6), cujas
formulacbes eram, respectivamente, compostas de 50 ou 60% de MO, 50 ou
40% de agua, adicionados 0,05g (F5) e 0,049 (F6) de LSS. Na presenca de LSS

nao foram encontrados sistemas liquidos translucidos (LT) ou opacos (LO).
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Figura 21- Diagrama ternario de fases composto por monoleina, agua e
poloxamer 407 (DFB) e classificacdes dos sistemas: VT (&), VO (4), LO () e SF @)

0 001 002 003 004 005 006 007 008 0,09 1

P407 (g)

Nota: Formulagbes DFB - F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9 eram compostas por
MO:agua:P407, respectivamente, 1:9:0,09, 2:8:0,08, 3:7:0,08, 4:6:0,06, 5:5:0,05, 6:4:0,04,
7:3:0,03, 8:2:0,02 € 9:1:0,01 m/m. Sistemas viscosos com aspecto transltcido (VT), ou viscosos
opaco (VO), sistemas liquidos opacos (LO) e separacdo de fases (SF). Fonte: Elaboracéo
propria.

Nas formulacbes, no qual o P407 foi utilizado como hidrétropo, os
sistemas VT (F5 e F6) foram considerados com melhores resultados, cuja
concentracdo de MO:agua:P407 sao correspondente as formulacdes com LSS
(Fig. 20). Na presenca de P407 ndo foram encontrados apenas sistemas liquidos
translicidos (LT).

Embora o LSS e o P407 sejam compostos fisica e quimicamente
diferentes nenhum efeito macroscopico diferente foi observado, nas
caracteristicas das formulacdes com ambos os hidrétropos. Exceto na formacgéo
de sistemas LO para MO:agua:P407 (1:9:0,09 m/m).

O LSS é um sal sulfatado do acido laurico, o qual em meio aquoso ioniza
para formar um tensoativo aniénico (EHL 40). O LSS é apresentado na forma de
po e dissolve facilmente em agua formando espuma por agitacdo (ANDO;
KUWABARA; MORI, 2012; ROWE, 2006). O P407 (EHL 23) € de estrutura fisica
e composicdo quimica diferente do LSS e do Tween 20°.

O P407 sdo compostos de copolimeros sintetizados por polimeracao
sequencial de monémeros de Oxido de etileno e 6xido de propileno na presenca

de hidréxido de sddio ou hidréxido de potassio, que tem propriedades anfifilicas
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que dependem da relacdo em massa entre grupos hidrofilicos de polioxietileno
(PEO): grupo hidrofébico de polioxipropilenos (PPO). Assim, a lipofilicidade e
hidrofilicidade é modificada pela variagcdo da razdo molar entre 0s grupos
PEO:PPO, com relacdo em massa de PEO:PPO de 2:1 o P407 apresenta mais
hidrofilico (RICCI et al., 2002). O Tween 20® é o monolaurato de polioxietileno
sorbitano, um tensoativo n&o-i6nico (EHL 16,7) é liquido na temperatura
ambiente e facilmente dispersivel em 4gua (ROWE, 2006).

Para os sistemas nos quais o Tween 20® foi utilizado como hidrétropo (Fig.
22) apenas a formulacdo F6 apresentou sistema VT. As demais apresentaram
SF (F2 e F3), LO (F1) e VO (F4-F5 e F7-F9). Nenhuma das formulacdes
apresentaram sistemas LT e o melhor resultado obtido foi para o sistema VT,
encontrado em equilibrio entre a razdo (m/m) da fase lipidica (MO) e agua foi de
60% de MO, 40% fase aquosa com massa de hidrétropo de 0,04g. A importancia

da massa de hidrétropo na formacédo destes sistemas estdo sendo avaliadas.

Figura 22 - Diagrama ternério de fases composto por monoleina, agua e
Tween 20° (DFC) e classificacdes dos sistemas: VT (), VO (A), LO (<>) e SF (@)

0 001 002 003 004 005 006 007 008 009 1

Tween 20 (g)
Nota: Formulagbes DFC - F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9 eram compostas por
MO:agua:Tween 20, respectivamente, 1:9:0,09, 2:8:0,08, 3:7:0,08, 4:6:0,06, 5:5:0,05, 6:4:0,04,
7:3:0,03, 8:2:0,02 € 9:1:0,01 m/m. Sistemas viscosos com aspecto translicido (VT), ou viscosos

opaco (VO), sistemas liquidos opacos (LO) e separacdo de fases (SF). Fonte: Elaboragdo
propria.

Enquanto, separacdo de fases sao instabilidades fisica e quimica dos

sistemas emulsionados, a classificagdo como opaco ou translicido estdo
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relacionadas com a diferenca no indice de refracdo da fase dispersa (interna) e
continua (externa), especialmente, nos casos em que o0 tamanho da gota e o
volume da fracao dispersa sdo moderados (Alam e Aramaki, 2014).

Embora, a presenca de NCLL esteja associada aos sistemas liquidos ou
viscosos translicidos (CALIXTO et al., 2016; CARVALHO et al., 2013). Assim,
apesar da constatacdo destes pesquisadores e outros ndo citados neste
trabalho, nds avaliamos, concomitantemente, o aspecto macroscoépico (Fig. 20-
22) e 0 microscoépico usando luz polarizada.

Diante disso, nas tabelas 7 e 8 estdo apresentados os resultados de
anisotropia, homogeneidade e formacdo de lamelas e/ou NCLL,

respectivamente, para as formulacées com e sem hidrétropos.

Tabela 7 - Resultados de anisotropia, homogeneidade e formacao de lamelas
ou NCLL para as formulacées (F1-F9) na auséncia de hidrétropo: VT (1), VO (A) e

SF (@)
Formacéo
Formulacbes Anisotropia Homogeneidade de lamela
e/ou NCLL
F1(®) Ndo Ndo N3o
F2 @) Ndo Nao Nao
F3 (@) Ndo Nao Nao
F4 (A) N3o Sim N3o
F5 (H) Sim Sim Sim
F6 (H) Sim Sim Sim
F7 (&) Ndo Sim N3o
F8 (A) Ndo Sim N3o
FO (A) N3o Sim N3o

Nota: Sim - Presenca. Nao - Auséncia. Formulacdes - F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9 eram
compostas por MO:4gua, respectivamente, 1.9, 2:8, 3.7, 4:6, 5:5, 6:4, 7:3, 8:2 e 9:1 m/m.
Sistemas viscosos com aspecto translicido (VT), ou opaco (VO) e separacdo de fases (SF).
Fonte: Elaboragao propria.

As formulacdes classificadas como sistema VT (F5 e F6) apresentaram
melhores resultados para anisotropia, homogeneidade e formacdo de lamela
e/ou NCLL. Por outro lado, as formulagdes classificadas como sistema SF (F1,
F2 e F3) e como sistema VO (F8 e F9) n&o apresentaram anisotropia,
homogeneidade e formagcdo de lamela e/ou NCLL. E as formulagbes
classificadas como sistema VO (F4 e F7) foram homogéneas, mas né&o

apresentaram anisotropia e formacao de lamela ou NCLL.



104

Tabela 8 - Resultados de anisotropia, homogeneidade e formacao de lamelas
ou NCLL para as formulac¢des (F1-F9) com hidrotropo (DFA, DFB e DFC): VT (),
VO (A), LO () e SF (@)

Formacéo
Formulacbes Ponto diagrama Anisotropia Homogeneidade de lamela

e/ou NCLL
LSS
DFA-F1 (®) 1:9:0,09 N&o N&o N&o
DFA-F2 (®) 2:8:0,08 N&o N&o N&o
DFA-F3 (®) 3:7:0,07 Sim Nao Nao
DFA-F4 (A) 4:6:0,06 Sim Sim N&o
DFA-F5 (1) 5:5:0,05 Sim Sim Sim
DFA-F6 (O) 6:4:0,05 Sim Sim Sim
DFA-F7 (A) 7:3:0,3 Né&o N&o N&o
DFA-F8 (A) 8:2:0,02 Sim N&o N&o
DFA-F9 (A) 9:1:0,01 Sim N&o N&o
P407
DFB-F1 () 1:9:0,09 N&o N&o N&o
DFB-F2 (®) 2:8:0,08 N&o N&o N&o
DFB-F3 (®) 3:7:0,07 Nao Nao Nao
DFB-F4 (A) 4:6:0,06 Sim Sim Nao
DFB-F5 (0) 5:5:0,05 Sim Sim N&o
DFB-F6 () 6:4:0,05 Sim Sim Sim
DFB-F7 (A) 7:3:0,3 Né&o N&o N&o
DFB-F8 (A) 8:2:0,02 Sim N&o N&o
DFB-F9 (A) 9:1:0,01 Sim N&o N&o
Tween 20
DFC-F1 (9) 1:9:0,09 N&o N&o N&o
DFC-F2 (@) 2:8:0,08 N&o N&o N&o
DFC-F3 (@) 3:7:0,07 Nao Nao Nao
DFC-F4 (A) 4:6:0,06 Né&o N&o N&o
DFC-F5 (A) 5:5:0,05 N&o Sim N&o
DFC-F6 (F) 6:4:0,05 Sim Sim N&o
DFC-F7 (A) 7:3:0,3 Né&o N&o N&o
DFC-F8 (A) 8:2:0,02 Sim N&o N&o
DFC-F9 (A) 9:1:0,01 Sim N&o N&o

Nota: Sim - Presenca. Nao - Auséncia. DFA - MO:agua:LSS. DFB - MO:4gua:P407. DFC -
MO:agua:Tween 20. Formulagbes - F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8 e F9 eram compostas por
MO:agua, respectivamente, 1:9:0,09, 2:8:0,08, 3:7:0,08, 4:6:0,06, 5:5:0,05, 6:4:0,04, 7:3:0,03,
8:2:0,02 e 9:1:0,01 m/m. Sistemas viscosos com aspecto translicido (VT) ou opaco (VO),
sistemas liquidos opacos (LO) e separacao de fases (SF). Fonte: Elaboragdo propria.

As formulagbes DFA com LSS classificadas como sistema VT (F5 e F6)
apresentaram melhores resultados para anisotropia, homogeneidade e formacao
de lamela e/ou NCLL. Porém, as formulagdes classificadas como sistema SF (F1
e F2) e com sistema VO (F7) ndo apresentaram anisotropia, homogeneidade e
formacao de lamela e/ou NCLL. As formulagdes classificadas como sistema VO
(F8 e F9) e com sistema SF (F3) ndo foram homogéneas e formacao de lamelas

e/ou NCLL, mas apresentaram anisotropia. E as formulacdes classificadas como
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sistema VO (F4) apresentaram anisotropia e homogeneidade, mas né&o
apresentaram a formacgao lamela e/ou NCLL.

As formulacées DFB com P407 classificadas como sistema VT (F6)
apresentaram melhores resultados para anisotropia, homogeneidade e formacéo
de lamela e/ou NCLL, mas para a formulacdo F5 (VT), essa apresentou
homogeneidade e anisotropia, porém, ndo houve formacdo de lamela e/ou
NCLL. Assim, as formulagdes classificadas como sistema LO (F1), com sistema
SF (F2 e F3) e VO (F7) ndo apresentaram anisotropia, homogeneidade e
formacao de lamela e/ou NCLL. As formulacdes classificadas como sistema VO
(F4) ndo apresentou formagéo de lamela e/ou NCLL, porém, sdo homogéneas e
com anisotropia. Para as formulacdes classificadas como sistemas VO (F8 e F9)
apresentaram anisotropia, mas ndo foram homogéneas e ndo houve formacao
de lamela e/ou NCLL.

As formulacdes DFC com Tween 20° classificadas como sistema LO (F1),
com sistema SF (F2 e F3) e VO (F4, F5 e F7) ndo apresentaram anisotropia,
homogeneidade e formacdo de lamela e/ou NCLL. Nas formulacdes
classificadas como sistemas VO (F8 e F9) foi observado anisotropia, porém, as
formulagbes ndo eram homogéneas e ndo houve formacédo de lamelas e/ou
NCLL. Para as formulagdes classificadas como sistema VT (F6) foi observado
anisotropia e homogeneidade, porém, ndo houve formacdo de lamela e/ou
NCLL.

Diante disso, a avaliacdo de anisotropia, homogeneidade das fases e
formacao de lamelas e/ou NCLL séo caracterizadas, em conjunto, pelo desvio
da luz polarizada e da birrefringéncia. A birrefringéncia optica é a formacéo de
dupla refracdo apresentada por materiais cristalinos, na qual apresenta relacéo
com a propagacgado de luz polarizada. As NCLL do tipo anisotropicas sao
birrefringentes, enquanto as NCLL do tipo isotropicos nao apresentam
birrefringéncia (CALIXTO et al., 2016; LEE et al., 2016).

Embora as NCLL hexagonal e lamelar (cruz de malta) sejam
birrefringentes devido a anisotropia dos arranjos das moléculas, diferentemente
as NCLL no formato cubico (isotrépico) ndo apresentam birrefringéncia e
necessitam de analises complementares para caracterizacdo (BECHTOLD,
2005; PAN et al., 2013).
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Desta forma, em analise concomitante, para os resultados da avaliacao
macroscopica e microscopica, as formulacdes selecionados foram classificadas
como sistemas VT (). Estas formulacdes selecionadas eram compostas pela
razdo (MO:agua) com 60% de fase oleosa (MO), 40% de fase aquosa, e nas
formulac6es com hidrétropo foi adicionado 0,04g. Assim, as formulacdes
selecionadas foram F6, DFA-F6, e DFB-F6. Os resultados da avaliacéo
microscépica e caracterizacdo morfologica dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL das formulacfes selecionadas sao apresentados na Figura
23.

Figura 23 - Micrografias das formulagfes F6, DFA-F6 e DFB-F6 obtidas por

microscopia com luz polarizada

A Lamelas®

5 . ' : . ' b -
y : : . :
! : 2 3 . : oS v 3

Nota: As micrografias foram obtidas em campo claro aumento Optico de 400x. As letras
representam as formulacdes: (A) F6 (MO:agua); (B) DFA-F6 (MO:4gua:LSS); e (C) DFB-F6
(MO:agua:P407). Fonte: Elaboracéo prépria.

14.2 Curva analitica da CUR

A curva analitica da CUR apresentou pico maximo de comprimento de
onda em 427 nm, como descrito por Alves (2015) e Zsila et al., (2003). O método
analitico para quantificacdo da CUR, alcancou linearidade na faixa entre 0,05 e
5 ug.mL. A curva analitica da CUR é apresentada na Figura 24 e os resultados
correspondem a meédia da medida em triplicata. O coeficiente de correlagédo
linear (r) foi igual a 0,998, sugerindo relac&o funcional linear entre a correlacéo
da CUR em comprimento de onda de 427 nm e equacéao da reta foi y=0,1748x +
0,0397.
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Figura 24 - Curva analitica da CUR
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Fonte: Elaboragéo propria.

14.3 Equilibrio de solubilidade da CUR em MO e incorporacédo da

CUR nos sistemas emulsionados precursores de NCLL

O equilibrio entre MO:CUR foi realizado conforme descrito por Baskaran
et al., (2014) e o resultado foi equivalente a 0,35 mg.g™*. Assim, o equilibrio de
solubilidade experimental determinou a concentracdo de CUR incorporada nos
sistemas emulsionados precursores de NCLL. A CUR foi incorporada nas
amostras previamente selecionadas (F6, DFA-F6 e DFB-F6) pelas analises

macroscopica e microscopica.
14.4 Teor da CUR

O teor da CUR presente nos sistemas foi determinado
experimentalmente. As formulagdo apresentaram valor médio de incorporagéo
da CUR entre 50 e 70%. A formulacdo F6 (sem hidrétropo) apresentou
aproximadamente 52% da CUR incorporado ao sistema. As formulacdes DFA-
F6 e DFB-F6 (com hidrétropos) apresentaram, respectivamente, 70% e 55% da
CUR.

Com isso, foi possivel observar que os sistemas com hidrétropo obteve
um ligeiro aumento de incorporacdo da CUR nos sistemas com (DFB) P407, em

comparacdo com a formulacdo F6. Porém, o sistema com LSS (DFA), em
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comparacao com a formulacdo F6, apresentou aumento de aproximadamente
20% de incorporacdo da CUR. Os resultados de teor da CUR presente nos

sistemas emulsionados precursores de NCLL s&o apresentados na Figura 25.

Figura 25 - Resultado de teor da curcumina incorporada nos sistemas

emulsionados precursores de cristais liquidos liotrépicos

Teor de curcumina (%)

Fé-CUR DFA-F&-CUR DFB-F6-CUR

Nota: Letras iguais para mesma analise, indicam que ndo ha diferenca significativa entre as
médias dos valores (p>0,05) (n=3). Os demais resultados sdo estatisticamente diferentes
(p<0,05) (n=3). Formula¢des: F6-CUR (MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR);
DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR). Fonte Elaboracédo prépria.

Diante da andlise dos resultados foi observado que os sistemas F6-CUR
e DFB-F6-CUR néo tiveram diferenca estatistica, porém, a DFA-F6-CUR foi
significativamente maior que a F6-CUR e DFB-F6-CUR.

14.5 Caracterizacdo estrutural e avaliacdo da estabilidade fisico-

guimica dos sistemas emulsionados precursores de CL

A avaliacéo da estabilidade fisico-quimica foi realizada ap0s os ensaios de
centrifugacéo e variacdo térmica. A caracterizacao estrutural foi analisada por
microscopia com luz polarizada e confocal a laser e as propriedades fisico-
guimicas das amostras foram avaliadas por condutividade idbnica em funcédo do
aumento da temperatura, calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

propriedades mecanicas (dureza, compressao, adesividade e coesividade).
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14.5.1 Ensaio de centrifugacao

As amostras foram submetidas em estresse por centrifugagdo, com
finalidade de inferir possiveis instabilidade dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL. De acordo com avaliacdo macroscopica, os resultados
das amostras foram classificados pelo termo SM em comparacédo ao aspecto

inicial, ou seja, ndo apresentaram alteragdes macroscopicas.

14.5.2 Ensaio de variagao térmica

As amostras foram submetidas ao estresse por variacdo térmica com
finalidade de inferir possiveis instabilidade dos sistemas emulsionados
precursores de NCLL. Desta forma, apds aumento gradual e progressivo na faixa
de 40 e 80°C (i), os resultados das amostras foram classificados pelo termo SM
em comparagdo ao aspecto inicial, ou seja, ndo apresentaram alteracdes
macroscopicas.

Para o ensaio de variagcdo térmica, as amostras também foram avaliadas
pelas condi¢cdes de armazenamento (ii). A estabilidade termodindmica e fisico-
quimica foi avaliada pelo potencial zeta, didametro de particula, indice de

polidispersidade e variacdo da concentracdo hidrogenibnica (pH).

14.5.1 Determinacdo do potencial zeta, diametro de particula e
indice de polidispersidade

Nas Figuras de 25 a 27 sédo apresentados os resultados de potencial zeta
das formulacées sem (F6, DFA-F6 e DFB-F6) e com CUR (F6-CUR, DFA-F6-
CUR e DFB-F6-CUR) sob as diferentes condi¢cdes de armazenamento (9, 25 e
37°C). Os valores de potencial zeta para as formulagdes foram negativos, devido
0S grupamentos quimicos presentes nas amostras analisadas (FONSECA-
SANTOS, 2015). As formulac¢des apresentaram valor médio entre -16 e -45mv
durante o periodo de acompanhamento.

O potencial zeta € determinado por eletroforese, no qual, mede a carga
elétrica de superficie das particulas e serve como indicativo da estabilidade
termodinamica dos sistemas dispersos (RIZWAN et al., 2007; SCHAFFAZICK et
al., 2003). O potencial zeta é influenciado pela dissociagéo dos grupos funcionais

na camada de superficie da particula ou da adsorcdo de cargas ibnicas
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presentes no meio. Em relacdo a estabilidade fisico-quimica, valores
relativamente altos de potencial zeta sédo importantes para evitar a tendéncia de
agregacao (SCHAFFAZICK et al., 2003). Alguns estudos consideraram estaveis
sistemas emulsionados precursores de NCLL com potencial zeta entre -15 (JIN
et al., 2013) e -33 mV (EL-REFAIE et al., 2015).

Os resultados das medidas de potencial zeta para o0s sistemas
precursores de NCLL na condicdo de armazenamento a 9°C sdo apresentados
na Figura 26.

Figura 26 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e
com CUR na condi¢do de armazenamento a 9°C

WmTempo 1dia mTempo 7 dias @Tempo 15 dias Tempo 30 dias mTempo 60 dias

-35
-30
-25
-20
-15
-10
-3

a

DFA-FG DFB-FG Fo-CUR DFA-F&-CUR DFB-F&-CUR

Potencial zeta (mV)

Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboracgéo propria.

Em analise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulacdes na presenca e
auséncia da CUR, entre os grupos e intragrupos foram estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Os resultados das medidas de potencial zeta para os sistemas
precursores de NCLL na condi¢do de armazenamento a 25°C sédo apresentados
na Figura 27.
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Figura 27 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e
com CUR na condicéo de armazenamento a 25°C

WTempo 1 dia mTempo 7 dias m Tempo 15 dias Tempo 30 dias m Tempo 50 dias
- 50
-4 | _ el Yl
- 40
S -as
E
& -30
&
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o - 15
- 10
-5
(1]
DFA-F& DFE-F& F&-CUR DFA-F&-CUR DFB-FE-CUR

Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulacdes na presenca e
auséncia da CUR, entre os grupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05),
porém, intragrupos a formulacdes F6-CUR foi estatisticamente semelhante
(p>0,05).

Os resultados das medidas de potencial zeta para o0s sistemas
precursores de NCLL na condi¢do de armazenamento a 37°C sédo apresentados
na Figura 28.

Figura 28 - Resultados das medidas de potencial zeta das amostras sem e

com CUR na condi¢&o de armazenamento a 37°C

B Tempo 1 dia B Tempo 7 dias B Tempo 15 dias Tempo 30 dias B Tempo &0 dias
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DFA-F& DFB-Fo F&-CUR DFA-Fo-CUR DFBE-F&-CUR

Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:4gua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.
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Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formula¢cdes sem e com CUR,
entre 0s grupos e intragrupos, as formulacdes foram estatisticamente diferentes
(p<0,05). Assim, para analise de potencial zeta as formulacdes armazenadas a
9°C apresentaram, valor médio, de -16 e -45 mV, para 25°C de -25 e -45 mV e
a 37°C de -20 e -45 mV. Entretanto, apesar das diferencas, pode observar que
a estabilidade termodinamica das formulagbes com presenca e auséncia da
CUR néo sofreram influéncia das condi¢cdes de armazenamento (9, 25 ou 37°C).

Nas Figuras de 29 a 31 séo apresentados os resultados de diametro de
particula das formulacdes sem e com CUR, sob as diferentes condi¢cdes de
armazenamento. As formulagdes apresentaram valor médio entre 200 e 400 nm
no periodo do acompanhamento. De acordo com Marcato (2009), o diametro de
particula é influenciado pela composicédo das amostras, métodos e condi¢des de
preparacao (temperatura e agitacao).

O didmetro de particula € um indicativo da estabilidade termodinamica dos
sistemas dispersos (RIZWAN et al., 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). El-Refaie
et al., (2015) e Avachat e Parpani (2015), descreveram respectivamente, como
sistemas emulsionados precursores de NCLL estaveis com diametro de particula
médio entre 99,2 e 202,7 nm. Os resultados das medidas de didmetro de
particula para os sistemas precursores de NCLL na condicdo de armazenamento

a 9°C sao apresentados na Figura 29.

Figura 29 - Resultados das medidas de diametro de particula das amostras

sem e com CUR na condi¢do de armazenamento a 9°C
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Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR
(MO:agua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.
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Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagdes sem e com CUR
entre 0s grupos as formulagbes foram estatisticamente diferentes (p<0,05),
porém, em comparacao intragrupos as formulacbes DFB-F6 e F6-CUR néo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).

Os resultados das medidas de didmetro de particula para os sistemas
precursores de NCLL na condi¢do de armazenamento a 25°C sédo apresentados

na Figura 30.

Figura 30 - Resultados das medidas de diametro de particula das amostras

sem e com CUR na condi¢cdo de armazenamento a 25°C
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Nota: Formulag@es: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagdes sem e com CUR
entre os grupos as formulagbes foram estatisticamente diferentes (p<0,05),
porém, em comparacdo intragrupos as formulagbes F6 e F6-CUR néo
apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).

Os resultados das medidas de didmetro de particula para os sistemas
precursores de NCLL na condi¢do de armazenamento a 37°C sédo apresentados
na Figura 31.
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Figura 31 - Resultados das medidas de didmetro de particula das amostras
sem e com CUR na condi¢cao de armazenamento a 37°C
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Nota: Formulacdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em analise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulacées sem e com CUR
entre 0s grupos e intragrupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Diante dos resultados apresentados para analise de diametro de
particulas, as formula¢gbes armazenadas a 9°C apresentou, valor médio, de 200
e 400 nm, para 25°C de 200 e 300 nm e a 37°C de 200 e 280 nm. Com isso,
pode observar que a estabilidade termodindmica das formula¢cbes com a
presenca e auséncia de CUR néo sofreram influéncia das condi¢gbes de
armazenamento (9, 25 ou 37°C). Porém, as formulacdes estocadas a 25 e 37°C
apresentaram melhores resultados.

Nas Figuras de 32 a e 34, sdo apresentados os resultados de indice de
polidispersidade das formulagdes sem e com CUR sob as diferentes condi¢des
de armazenamento. Os indices de polidispersidade, para as formulacdes sem e
com CUR, foram entre 0,1 e 0,35 durante o periodo de acompanhamento.

De acordo com CHO (2013), uma organizacao da distribuicdo do tamanho
das particulas ocorrem quando ha uma variacdo do indice de polidisperséo. Os
sistemas homogéneos apresentam indice de polidispersidade inferior a 0,25 e
consequentemente, sdo indicativos de sistemas termodinamicamente mais
estaveis. El-Refaie et al., (2015) consideraram estaveis sistemas precursores de
CL com indice de polidispersidade de 0,259+0,08. Os resultados das medidas
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de indice de polidispersidade para os sistemas precursores de NCLL na

condicao de armazenamento a 9°C sdo apresentados na Figura 32.

Figura 32 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das
amostras sem e com CUR na condi¢do de armazenamento a 9°C
mTempo 1ldia mTempo 7 dias  m Tempo 15 dias Tempo 30 dias m Tempo 60 dias
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Nota: Formulacdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:agua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em analise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagdes sem e com CUR
entre 0s grupos e intragrupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os resultados das medidas de indice de polidispersidade para os
sistemas precursores de NCLL na condicdo de armazenamento a 25°C séo
apresentados na Figura 33.

Figura 33 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das

amostras sem e com CUR na condi¢do de armazenamento a 25°C
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Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.
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Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagdes sem e com CUR
entre 0s grupos e intragrupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05).

Os resultados das medidas de indice de polidispersidade para os
sistemas precursores de NCLL na condicdo de armazenamento a 37°C sédo

apresentados na Figura 34.

Figura 34 - Resultados das medidas de indice de polidispersidade das
amostras sem e com CUR na condi¢do de armazenamento a 37°C

BTempo 1 dia mTempo 7 dias Tempo 15 dias Tempo 30 dias m Tempo 60 dias
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Nota: Formulagdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em analise estatistica, os resultados comparados entre 0S grupos e
intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagdes sem e com CUR
entre 0s grupos e intragrupos, apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05).

Com base nos resultados observados para o indice de polidispersidade,
o valor médio, para as amostras armazenadas a 9°C foi de 0,10 e 0,30, para
25°C de 0,09 e 0,30 e a 37°Cde 0,10 e 0,25, esses resultados sugerem que as
diferentes condi¢cdes de armazenamento (9, 25 e 37°C) néo influenciaram na
estabilidade termodinamica, e em consequéncia, ndo causaram variacdes na

organizacdo do tamanho das particulas.

14.5.2 Variagdo da concentragado hidrogenibénica (pH)

A medida de pH é uma parametro indicado para avaliar a estabilidade
fisico-quimica das amostras. Nas Figuras de 35 a 37, sdo apresentados 0S
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resultados da medida de pH das formulacdes com presenca e auséncia da CUR
sob as diferentes condigbes de armazenamento. As medidas de pH durante o
periodo de acompanhamento apresentou valores entre 6,0 e 7,0.

Na analise das medidas de pH as modifica¢des bruscas indicam possiveis
instabilidades no sistema (MONTEIRO e SILVA, et al., 2013). Porém, a reducéo
ou alteracéo do valor de pH sugerem modificagdes quimicas ou degradacao dos
compostos presentes na formulagcéo (SAVIAN et al., 2011).

Os resultados das medidas pH para os sistemas precursores de NCLL na

condicdo de armazenamento a 9°C sdo apresentados na Figura 35.

Figura 35 - Resultados das medidas de potencial hidrogenidnico das amostras
sem e com CUR na condi¢cao de armazenamento a 9°C

BTempe l1dia B Tempo7dias BTempo 15 dias Tempo 30 dias B Tempo 60 dias

Potencial hidrogeniénico (pH)
=1 = ] w 4= n =]
_

DFA-F& DFE-F& F&e-CUR DFA-F6-CUR DFB-F&-CUR

Nota: Formulagdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:4agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.

Em analise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formula¢cdes sem e com CUR
entre 0s grupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05), porém, intragrupos
a formulacdo DFB-F6-CUR foi estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Os resultados das medidas pH para os sistemas precursores de NCLL na
condicao de armazenamento a 25°C sdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36 - Resultados das medidas de potencial hidrogeniénico das amostras
sem e com CUR na condi¢cao de armazenamento a 25°C

B Tempo 1 dia m Tempo 7 dias m Tempo 15 dias m Tempo 30 dias m Tempo &0 dias

Potencial hidrogenidnico (pH)

F& : DFA-F& DFB-F& 1 F&-CUR DFA-F6-CUR DFB-F6-CUR

Nota: Formulacdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:agua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboracéo propria.

Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. As formulagbes sem e com CUR
entre os grupos foram estatisticamente diferentes (p<0,05), porém, intragrupos
a formulacdo DFB-F6-CUR foi estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Os resultados das medidas pH para os sistemas precursores de NCLL na
condicdo de armazenamento a 37°C sdo apresentados na Figura 37.

Figura 37 - Resultados das medidas de potencial hidrogeniénico das amostras
sem e com CUR na condi¢cao de armazenamento a 37°C

WTempo ldia mTempo 7 dias m Tempo 15 dias m Tempo 30 dias m Tempo 60 dias

Potencial hidrogenionico (pH)

F& : DFA-F& . DFEBE-F& Fe-CUR : DFA-Fo-CUR . DFB-F&-CUR

Nota: Formulacdes: F6 (MO:4gua); DFA-F6 (MO:4gua:LSS); DFB-F6 (MO:4gua:P407); F6-CUR
(MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:4gua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR).
Fonte: Elaboragéo propria.
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Em andlise estatistica, os resultados foram comparados entre 0s grupos
e intragrupos nos tempos 1, 7, 15, 30 e 60 dias. Nas formulagbes sem CUR e
com CUR as formulagfes sao estatisticamente semelhantes (p>0,05).

Conforme os resultados observados para as medidas de pH, o valor
meédio, para as amostras a 9°C foide 6,0 e 7,0 e para 25 e 37°C de 6,0 € 6,5. Os
resultados indicaram que durante o periodo de armazenamento, as formulacao

mantiveram estaveis e ndo sofreram instabilidade quimica.

14.5.1 Caracterizagcdo estrutural por microscopia com luz

polarizada

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL selecionados (F6, DFA-
F6, DFB-F6, F6-CUR, DFA-F6-CUR e DFB-F6-CUR) foram avaliados por
microscopia com luz polarizada quanto a auséncia ou presenca de anisotropia,
homogeneidade e formacdo de lamela e/ou NCLL apds 24h e 7 dias de
preparacao das formulagcdes nas condi¢cdes de armazenamento (9, 25, 37°C).

As amostras na presenca e auséncia da CUR, apresentaram formacao de
lamelas e NCLL na forma de cruz de malta. Apés 7 dias de preparacao foi
possivel notar a presenca das NCLL, porém, com tamanho reduzido em
comparacao com as andlises realizada apos 24h de preparagédo. Assim, essa
reducdo de tamanho das NCLL no tempo de 7 dias nas condi¢cbes a 9, 25 ou
37°C, sugere que as NCLL estavam em processo de estabilizacdo.

Os resultados das micrografias de microscopia com luz polarizada dos
sistemas precursores de NCLL com e sem CUR estdo apresentados na Figura
38.
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Figura 38 - Micrografias das formula¢des na presenca e auséncia de CUR obtidas por microscopia com luz polarizada

DFA-F6-C DFB-F6

DFB-F6-CUR

S »

24h

7 dias
(9°C)

7 dias |
(25°C)

7 dias
(37°C)

Nota: Formulagdes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:4gua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407); F6-CUR (MO:4gua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:4gua:LSS:CUR); DFB-
F6-CUR (MO:agua:P407:CUR). As micrografias foram obtidas em modo polarizado em campo claro com aumento éptico de 400x e analisadas nos tempos: 24
horas e 7 dias nas diferentes condi¢cdes de armazenamento. As setas indicam a presenca de NCLL e formacédo de lamelas. Fonte: Elaboragéo prépria.
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14.5.2 Caracterizagéo estrutural por microscopia confocal a laser

Os sistemas emulsionados precursores de NCLL (F6, DFA-F6, DFB-F6, F6-
CUR, DFA-F6-CUR e DFB-F6-CUR) foram analisados quanto a formacédo de
estruturas lamelares e NCLL por microscopia confocal a laser.

Os resultados das micrografias de microscopia confocal a laser dos sistemas
precursores de NCLL sem CUR estéo apresentados na Figura 39.

Figura 39 - Micrografias obtidas por microscopia confocal a laser das formulacfes
F6, DFA-F6 e DFB-F6 sem CUR

" A y 4
m * ” K v

E ML
Nota: Micrografia digitais reconstruida em modo XYZ com filtro polar6ide, modo PMT na linha de laser

488 nm e PMT-Trans para reflexdo com observacédo pela reflexdo do laser sem detectores de emisséo
ativados. Formulagfes: A - F6 (6:4: Mo:agua); B - DFA-F6 (6:4:0,04 Mo:agua:.LSS); C - DFB-F6
(6:4:0,04 Mo:agua:P407). As setas indicam a presenca de NCLL e formacgdo de lamelas. Fonte:
Elaboracgéo propria.

Na Figura 39 foi possivel observar nas formulacdes (F6, DFA-F6 e DFB-F6), a
auséncia de fluorescéncia das NCLL, formacao de lamelas e CLL e com isso, pode
confirmar a presenca de NCLL na forma de cruz de malta nos sistemas.

Os resultados das micrografias de microscopia confocal a laser dos sistemas

precursores de NCLL com CUR estéo apresentados na Figura 40.




Figura 40 - Micrografias obtidas por microscopia confocal a laser das formulacdes
F6, DFA-F6 e DFB-F6 com CUR

1N

y

o “

Nota: Micrografia digitais reconstruida em plano confocal XYZ com filtro polaréide, modo PMT na linha
de laser 488 nm e PMT-Trans para reflexdo com observacéo pela reflexdo do laser com detectores de
emissao ativados. Formulacdes: A - F6 (Mo:agua:CUR); B - DFA-F6 (Mo:agua:LSS:CUR); C - DFB-F6
(Mo:agua:P407:CUR). As setas indicam a presenca de NCLL. Em (1), deteccdo da emissao de
autofluorescéncia da CUR entre 490-590 nm. Para (2) imagens de reflexdo do laser sobre o material,
e (3) sobreposicao das imagens 1 e 2. Fonte: Elaboracéo prépria.
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Diante desta analise foi observado que a CUR tem caracteristica
autofluorescente na faixa verde (490-590 nm). As formulagdes na presenca da CUR
mantiveram sistemas com as NCLL na forma de cruz de malta. Nas micrografias
digitais as imagens (1) apresentaram regides escuras ao redor do verde indicando a
ndo deteccao de curcumina em parte da rea ocupada pela cruz de malta identificada
pela reflexdo do laser nas imagens 2, neste caso, a regido verde indica a presenca da
CUR. As imagens (2) apresentam os resultados da deteccdo apenas do laser que
refletiu do aspecto morfolégico do material, e para a obtencdo das imagens (3) foi
observado a sobreposicao das imagens 1 e 2, em que a curcumina se encontrou nos

vértices laterais da cruz de malta e em seu cerne central.

14.6 Avaliacdo da condutividade idonica em fungcdo do aumento da

temperatura

Os valores das medidas de condutividade idnica nos sistemas emulsionados

precursores de NCLL com e sem CUR séo apresentados na Figura 41.

Figura 41 - Resultados das medidas de condutividade idnica em funcdo do aumento
da temperatura nas formula¢cdes com e sem CUR

——F6
150 —A—F6-CUR
—%— DFA-F6
—X— DFA-F6-CUR
—eo— DFB-F6
—=— DFB-F6-CUR

120

90

60

30

Condutividade (uS/cm)

75

Temperatura (°C)

Nota: Formulagbes: F6 (MO:agua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407). F6-CUR
(MO:agua:CUR); DFA-F6-CUR (MO:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR). Fonte
Elaboracéo prépria.

Diante dos resultados apresentados, as amostras foram fisicamente mais

estaveis quando apresentaram menores valores de condutividade ibnica. Assim, na
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andlise dos resultados permitiram observar que a formulacdo DFA-F6-CUR
apresentou valores entre 77 e 140 uS/cm, DFA-F6 valores entre 24 e 140 uS/cm, F6
foi entre 30 e 38 uS/cm e a F6-CUR entre 2 e 25 uS/cm. Estes resultados sugerem
instabilidade nas formulacdes. Nas formulacbes DFB-F6 e DFB-F6-CUR, os valores
observados para essa analise foi inferior a 10 uS/cm, com isso, os resultados dessas
formulag@es indicaram sistemas mais estaveis.

Os resultados foram comparados estatisticamente entre 0s grupos e
intragrupos nas temperaturas entre 25 a 70°C. Em comparagao entre 0s grupos, as
formulagbes foram estatisticamente diferentes (p<0,05), porém, intragrupos as
formulagcbes DFB-F6 e DFB-F6-CUR nao apresentaram diferencas estatisticas
(p>0,05).

14.7 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

A caracterizacdo termoanalitica dos sistemas emulsionados precursores de
NCLL foi realizada por DSC. Na Tabela 9 sdo apresentados as temperaturas de fusao,
entalpia de fusdo (AH) dos componentes da formulagéo e dos sistemas emulsionados

precursores de NCLL.

Tabela 9 - Temperatura de fuséo e entalpia de fusdo (AH) dos componentes da

formulacdo e dos sistemas emulsionados precursores de NCLL sem e com CUR

Amostras Ponto de fuséo (°C) AH (J/g)
MO 46,27 -15,09
CUR 174,10 -50,35
LSS 103,19 -10,59
P407 56,53 -120,70
F6-CUR 103,10 -112,21
F6 90,34 -51,67
DFA-F6-CUR 104,81 -127,67
DFA-F6 112,69 -27,53
DFB-F6-CUR 104,99 -3,66
DFB-F6 115,36 -62,08

Nota: NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas. CUR - Curcumina. Formulacdes: F6
(MO:4gua); DFA-F6 (MO:agua:LSS); DFB-F6 (MO:agua:P407). F6-CUR (MO:agua:CUR); DFA-F6-
CUR (MO:4gua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (MO:agua:P407:CUR). Fonte Elaboracé&o prépria.

E os resultados das curvas termoanalitica sdo apresentados na Figura 42 (A)
componentes da formulacdo (MO, CUR, LSS, P407) e (B) sistemas precursores de
NCLL (F6-CUR, F6, DFA-F6-CUR, DFA-F6, DFB-F6-CUR e DFB-F6).
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Figura 42 - Curva termoanalitica dos (A) componentes da formulagéo e (B) dos

sistemas emulsionados precursores de NCLL sem e com CUR
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Nota: A - Termograma dos componentes da formulacao; B - Termograma das formulagdes com e sem
CUR. MO - Monoleina; NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotrépicas. CUR - Curcumina; LSS
- Lauril sulfato de sodio; P407 - Poloxamer 407; F6 (Mo:agua); DFA-F6 (Mo:agua:LSS); DFB-F6
(Mo:agua:P407); F6-CUR (Mo:agua:CUR); DFA-F6-CUR (Mo:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR
(Mo:a4gua:P407:CUR). Fonte: Elaboragéo propria.

Com relacdo aos componentes das formulacdes (Fig.42-A) o ponto de fusdo de
MO apresentou em 46,27°C como descrito por THAPA et al., 2015. O evento térmico

em 174°C corresponde ao ponto de fusdo da CUR, e o evento térmico na faixa de
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158,96 - 179,091°C sugere um estagio de transi¢do vitrea (Tg). O LSS apresentou
ponto de fusdo em 103,2°C e Tg em 99,81 - 108,74°C. O ponto de fusdo de P407 em
56,53°C corresponde ao descrito na literatura (PARK et al., 2010; THAPA et al., 2015),
0 evento térmico na faixa de 47,23 - 64,06°C sugere um estagio de Tg.

Em relacdo as formulagdes (Fig. 42-B) nenhum evento térmico de fuséo para CUR
pode ser observado nas formulacdes F6-CUR, DFA-F6-CUR e DFB-F6-CUR. Assim, a
auséncia do pico endotérmico da CUR indica uma reducéo da cristalinidade da CUR,
sugerindo uma amorfizagdo da CUR. O desenvolvimento de formulagdes com farmacos
na forma amorfa é considerado benéfico em termos de dissolucéo e biodisponibilidade
(ALVES, 2015). Neste caso, é possivel inferir que o desaparecimento do pico endotérmico
da CUR nas amostras séo indicativos da presenca de CUR nas NCLL (FONSECA-
SANTOS, 2015; JIN et al., 2013).

14.8 Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Os resultados dos espectros séo apresentados na Figura 43 (A) componentes
da formulacdo (MO, CUR, LSS, P407) e (B) sistemas precursores de NCLL (F6-CUR,
F6, DFA-F6-CUR, DFA-F6, DFB-F6-CUR e DFB-F6).

Figura 43 - Resultados dos espectros de (A) componentes da formulacdo e (B)

formulacdes dos sistemas emulsionados precursores de NCLL sem e com CUR
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Figura 43 (continuacao)
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Nota: NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas. CUR - Curcumina. A - Espectros dos
componentes da formulagdo; B - Espectros das formula¢des com e sem CUR; MO — Monoleina; CUR
- Curcumina; LSS - Lauril sulfato de sdédio; P407 - Poloxamer 407; F6 (Mo:agua); DFA-F6
(Mo:agua:LSS);  DFB-F6  (Mo:agua:P407);  F6-CUR  (Mo:agua:CUR);  DFA-F6-CUR
(Mo:4gua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (Mo:agua:P407:CUR). Fonte: Elaboracao propria.

Em relacdo aos componentes das formulacdes (Fig.43-A) foi possivel identificar
os estiramentos caracteristicos da CUR. O estiramento em 3510 e 3500 cm™ é
referente a presenca de OH do grupo fenol. O estiramento referente ao anel benzeno
pode ser identificado em 1600 cm™. O estiramento referente a converséo ceto-enol foi
observado na regido entre 1562-1420 cm. O estiramento referente a C=0 na regido
de 1400 cm-*. Na regido de 1230 cm? foi possivel identificar estiramentos da banda
de C-O-C. O estiramento referente C=C do composto aroméatico pode ser identificado
em 1380 e 1000 cm™ (ALVES, 2015; GANGWAR et al., 2012).

Os espectros das formulagbes F6-CUR, DFA-F6-CUR e DFB-F6-CUR foram
apresentados na Figura 43-B. Nos resultados foram observados os mesmos
estiramentos referentes a CUR e com isso, esses resultados indicam que ndo houve

interacdo quimica entre os componentes da formulacdo e a CUR.
14.9 Avaliacdo das propriedades mecanicas

As propriedades mecénicas avaliadas foram dureza, compresséo, adesividade
e coesividade. Os resultados de propriedade mecéanica dos sistemas emulsionados

precursores de NCLL, sdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44 - Resultados das propriedades mecanicas (A) compressibilidade, (B)
adesividade, (C) dureza e (D) coesividade dos sistemas emulsionados precursores de NCLL
sem e com CUR

—F6
>00 C ——F6-CUR

DFA-F6-CUR

200 ——DFA-F6

DFB-F6-CUR

——DFB-F6
100

Carga (9)

30

-100

Tempo (s)

-300

-500 D

Nota: NCLL - Nanoparticulas cristalinas liquidas liotropicas. CUR - Curcumina. Formulacdes: F6
(Mo:agua); DFA-F6 (Mo:agua:LSS); DFB-F6 (Mo:4gua:P407); F6-CUR (Mo:agua:CUR); DFA-F6-CUR
(Mo:4gua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (Mo:agua:P407:CUR). Fonte: Elaboracao propria.

Nos parametros avaliados, como descrito por Alves (2015) a forca necessaria
para atingir uma certa deformacéao (dureza) é apresentado no pico positivo (C). A area
positiva (A) representa compressibilidade e esta relacionada com um trabalho
necessario para realizar deformagédo do produto; essa consiste da caracteristica da
dureza da formulacao. A adesividade esta representada na area negativa (B) e o efeito
da tensdo de cisalhamento sobre as propriedades estruturais da formulagdo é
representada pela coesividade no pico negativo (D).

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados nominais para as propriedades

mecanicas avaliadas.
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Tabela 10 - Resultados das propriedades mecéanicas: dureza, compressibilidade,

adesividade e coesividade das formula¢des (Média + Desvio Padréo) (n=3)

Formulacdes Dureza Compressibilidade Adesividade Coesividade
Q) (9.s) (9.s) Q)

F6-CUR 354,345,11 ° 3038,82t320,88b  933,23+659,03°  322,676+25,85
F6 354,5+18,6 ° 3498,9+117,3 © 2788,43+156,56 d 352.24+12,40 ©
DFA-F6-CUR 359,52+10,9 ° 3193,41+70,77 ° 580,92+129,2 2 304,60+30,02 P
DFA-F6 303,8+7,8 & 2544,70+295,733  1290,35%452,27 ¢ 278,98+9.94 2
DFB-F6-CUR  355144+246°  3163,92+180,71b  680,13+330,53 2 419,23+15,68
DFB-F6 327,75+24,65 2 2393, 87+135,5 & 2558,97+136,94 d 300,7+23,86 °

Nota: Formulagbes: F6 (Mo:agua); DFA-F6 (Mo:agua:LSS); DFB-F6 (Mo:agua:P407); F6-CUR
(Mo:agua:CUR); DFA-F6-CUR (Mo:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (Mo:agua:P407:CUR). As letras
iguais (para mesma analise) indicam que ndo houve diferengas estatisticas para as médias dos valores
(p>0,05) (n=3). Os demais resultados sao estatisticamente diferentes. Fonte: Elaboracdo Prépria

Os resultados das propriedades das formulagdes mostram que na presenca da
CUR houve aumento da resisténcia a deformacgéo para as formulacdes DFA-F6 e
DFB-F6, que foram estatisticamente semelhantes (p<0,05). Sendo assim, a for¢a
necessaria para deformacdo mecéanica é maior para estas mesmas formulacdes
(p<0,05). Os resultados nominais mostraram reducéo da adesividade na presenca da
CUR. Por outro lado, a CUR tem efeito sobre a tenséo de cisalhamento, influenciando
positivamente a coesividade do sistema apenas para a formulacdo DFB-F6.

Entretanto, poucos estudos de propriedades mecéanicas foram encontrados
para avaliacdo de sistemas de NCLL. Contudo, nds consideramos que estas
propriedades estruturais podem ser Gtil no desenvolvimento de novas formas

farmacéuticas e vias de administracao.

14.10 Estudo de dissolucdo e liberagdo da CUR nos sistemas

emulsionados precursores de CL em meio aquoso

O estudo de liberacdo e dissolucdo da CUR nos sistemas emulsionados

precursores de NCLL sdo apresentados na Figura 45.
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Figura 45 - Resultados do ensaio de dissolucéo e liberacdo de CUR presente nos

sistemas emulsionados precursores de NCLL
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Nota: Formulacbes: F6 (Mo:agua); DFA-F6 (Mo:agua:LSS); DFB-F6 (Mo:agua:P407); F6-CUR

(Mo:4dgua:CUR); DFA-F6-CUR (Mo:agua:LSS:CUR); DFB-F6-CUR (Mo:agua:P407:CUR). Fonte:
Elaboracgéo Propria

As amostras com CUR incorporada nos sistemas apresentaram baixa taxa de
liberacdo de CUR. As formulacBes F6-CUR e DFA-F6-CUR apresentaram taxa de
liberacao inferior a 5% no periodo de 28h e a formulacdo DFB-F6-CUR apresentou
liberacdo méxima de 30% no tempo maximo de estudo. Os resultados foram
estatisticamente diferentes (p<0,05).

O comportamento de baixa ou nula taxa de dissolucéo e liberacédo de farmacos
em sistemas nanoestruturados na forma de CLL foram reportados por Fonseca-
Santos (2015), Calixto (2013) e Oyafuso (2012). Neste caso, sugere que a CUR tenha
afinidade pelo dominio lipofilico do sistema, e com isso a CUR se mantém retida na
matriz do sistema emulsionado precursor de NCLL. Contudo, € possivel observar em
comparacao ao estudo de dissolucdo de CUR livre (insert), que apresentou 0,3% de
CUR livre apo0s 24h. Apesar da afinidade entre farmaco e matriz, o sistema tem
potencial para veiculagdo e aumento da liberacédo de CUR.
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15. CONCLUSOES

Diferente dos resultados obtidos no estudo anterior (Capitulo Il) as formulacdes
otimizadas compostas de MO:Tween 20:agua (DFC) nédo apresentaram a formacao
de lamelas e/ou NCLL. Este resultado pode ser justificado ao uso do Tween 20® como
hidrétropo e a menor taxa relativa MO:4gua (6:4 m/m). Assim, os melhores resultados
foi observado nas formulagdo com a presenca do hidrotropo LSS (EHL 40) na
formulacdo com proporcdo 6:4 (MO:agua m/m) (DFA-F6). Essa formulacéo
apresentou melhor potencial para formacdo de NCLL na forma de cruz de malta e
veiculacdo da CUR.

Apesar da formulagdo DFB-F6-CUR ter apresentado maior taxa de dissolucao
e liberacdo da CUR (30%). A formulacdo DFA-F6-CUR foi eleita como a melhor, diante
do conjunto dos resultados das avaliagdes de estabilidade termodinamica e com maior
teor da CUR incorporada aos sistemas (70%). Embora, a DFA-F6-CUR tenha
apresentado um comportamento de baixa taxa de dissolucao e liberacdo da CUR, que
pode ser um indicativo que houve uma maior afinidade da CUR pela matriz dos
sistemas, e com isso, ocorreu uma menor taxa de liberacdo da CUR. Porém, houve
aumento da taxa de dissolucao e liberacdo da CUR livre, sugerindo que os sistemas
compostos por NCLL apresentaram potencial para veiculagéo e aumento da liberacao
da CUR.
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Abstract: The behavior of lyotropic biomimetic systems in drug delivery was reviewed. These
behaviors are influenced by drug properties, the initial water content, type of lyotropic liquid crystals
(LLC), swell ability, drug loading rate, the presence of ions with higher or less kosmotropic or
chaotropic force, and the electrostatic interaction between the drug and the lipid bilayers. The in vivo
interaction between LCC —drugs, and the impact on the bioavailability of drugs, was reviewed. The
LLC with a different architecture can be formed by the self-assembly of lipids in aqueous medium,
and can be tuned by the structures and physical properties of the emulsion. These LLC lamellar phase,
cubic phase, and hexagonal phase, possess fascinating viscoelastic properties, which make them useful
as a dispersion technology, and a highly ordered, thermodynamically stable internal nanostructure,
thereby offering the potential as a sustained drug release matrix for drug delivery. In addition, the
biodegradable and biocompatible nature of lipids demonstrates a minimum toxicity and thus, they are
used for various routes of administration. This review is not intended to provide a comprehensive
overview, but focuses on the advantages over non modified conventional materials and LLC
biomimetic properties.

Keywords: liquid crystals; lyotropic liquid crystals; biomimetic systems; immunodetection;
drug carriers

1. Introduction

Rationally designed materials that explore specific, adjustable, reversible, and biodegradable
interactions offer advantages over non modified conventional materials, for both regenerative medicine
and controlled or target-specific drug delivery systems. When designed to detect and respond to
physiological stimuli or imitate structural and functional aspects of biological signaling, these materials
are denominated as biomimetic [1]. Biomimetic, biomimicry, or bionic materials are designed to imitate
the native temporal and spatial presentation of biochemical and physiological factors, or replace them,
using a “like with like” approach in order to improve or restore biological functions. Biomimetic
material design only requires the modeling of one or more functional principles, from any biological
system. One approach to biomimetic concept creation is to first summarize the essential function of the
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desired system and then obtain a biological system that serves as a model and performs similar
functions [2].

Liquid crystalline phase structures are often found in living animals, plants, and bacteria. Cellular
membranes, for example, are the result of lyotropic liquid crystalline phase, resulting from the
dissolution of phospholipids in water. Membrane curvature plays a crucial role in its performance,
especially in cell signaling and traffic, and the release of mycobacterial lipids [3,4]. In 1991, Chazotte et
al. showed that ubiquinone (also known as Coenzyme Q) moves laterally and transversely in a liquid
crystalline membrane, but mostly remains in the membrane's acyl chain region [5]. In addition, evidence
indicates that the mitochondrial microsomal membrane and tight junctions between cells are formed by
a non-lamellar, liquid crystalline structure. Detailed studies on the properties of methylated or non-
methylated sterile esters have shown that a large number of these compounds are intermediates in the
biosynthetic sequence, leading to the formation of sterols (sitosterol and stigmasterol), whose properties
have been related to crystalline liquid properties that are essential for some plant biochemical processes
(since sterile ester can form mesophases) [6].

The stress responses to extreme temperatures are essential for the survival of several organisms,
and it has been established that in low temperatures, lipid microviscosity is crucial for a
microorganism’s survival [7]. When analyzing the protein structural alteration rate, hydrogen-
deuterium exchange, membrane-lipid disorder, and membrane-water interfacial order/hydration as
functions of temperature, Laczkd-Dobos and Szalontai concluded that the gel-to-liquid lipid crystalline
phase transition is related to the temperature of cell growth in wild types, but not in desA-/desD
mutants [7].

Different studies have shown the existence of many liquid crystalline structures, with lamellar
organization being only one. When a phospholipid extracted from a human brain was analyzed using
the same technique, two liquid crystalline phases were found: one formed by lipid and water layers in
an ordered sequence (lamellar phase) and the other formed by a hexagonal arrangement of cell
cylinders. Finally, each cylinder is a thin water channel covered by the hydrophilic groups of lipid
molecules (hexagonal phase), with hydrocarbon chains filling the gap between them, and both coexist
in equilibrium [8-10].

Alejandro D. Rey published a review on the phase transition, self-organization, interfaces, defects,
rheology, and integrated application of biological mesophases and biological liquid crystal (BLC)
models, clearly indicating rationally structured molecules in the form of liquid crystals (LC). Imitated
organic LC types are analogous, wherein the orientational sequence is frozen in solid form (mammalian
connective tissues, fish dermal scales, insect and crustacean exoskeletons, and plant cell walls);
biopolymer solution (collagen, cellulose, chitin, viral suspension, and Salmonela typhimurium flagella);
and in vivo mesophases (DNA, bacterial chromosome, egg shell collagen, spider silk, sickle cell
hemoglobin, and synovial fluid). This classification, although ambiguous, is used to differentiate the
origin of the BLC [11-14]. Integrated modeling applications involving
thermodynamics/defects/rheology for the experimental characterization of different BLC, including
DNA and collagen solutions, have been shown to provide conceptual organization and quantitative
tools to establish the properties of these natural occurring materials [15]. Although lamellar liquid
crystalline phase (La) is the natural state of cell membranes, it can be divided into two distinct
subclasses: ordered (lo) or disordered (ld) liquid states [16]. Ordered and disordered, in these terms,
refer to a lipid’s acyl chain of state. The term “liquid” herein refers to the lack of long-range positional
order, and consequently, to a “lack of the lattice” within the bilayer plane and to high-speed lateral
diffusion; in contrast to gel phase, such as L{3, which, in this terminology, is considered to be “solid,”
with a positional order within the membrane and very slow lateral diffusion [17,18].

2. Biological Liquid Crystals

BLC exhibit long-range partial positional and orientational sequences, and, similar to their
synthetic counterparts, are structural and functional materials that display crystal anisotropic elastic
behavior and anisotropic suspension viscous behavior [19]. The BLC are found, for example, in nucleic
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acids, proteins, carbohydrates, and fats [20], and, as synthetic LC, are sensitive to electromagnetic fields,
pH, substrate and interfaces, temperature, light intensity, ultrasound, and concentration gradients [21-
25]. These studies demonstrate the potential of molecular design to create new functional materials with
predictable operating modes, owing to a LC sensitivity to endogenous and exogenous stimuli, which
enables drug release in response to different triggers [26]. Among the exogenous triggers, light intensity
is advantageous, since it can be applied remotely with spatial and temporal precision, ensuring high
levels of drug control and toxicological safety. Lipidic mesophases (LMP) are systems for alternative
drug release that can be triggered by external stimuli [27]. Aleandri et al. recently described light-
responsive LLC synthesis using an LMP system comprising monoolein, oleic acid, and azobenzene-
derived lipids as the photoactive unit [28].

3. Lyotropic Liquid Crystals-Based Emulsion

Emulsions are dispersing and thermodynamically unstable systems, comprising mutually
immiscible liquids and a surfactant. The physical properties of emulsified systems depend on the correct
surfactant choice and concentration, the dispersed droplet size, the dispersed and continuous phase’s
concentration, and its preparation technique. In addition to the influence on the physical stability, the
dispersed droplet size also influences the active conveyed emulsions’ bioavailability. The droplet size
can be altered by dispersed phase slight coalescence and changes in the bioavailability of drugs and
nutraceuticals, depending on the emulsion preparation time [29,30].

Because of their industrial, scientific, and drug-release-related importance, many research efforts
have been conducted to maintain emulsion-free, energy-high potential, while maintaining their physical
and chemical stability, preventing or minimizing coalescence, flocculation, or sedimentation. Different
studies have shown that the physical and structural properties of emulsion can be adjusted by using
different types of continuous phases, such as the gelled, continuous phase [31], continuous crystalline
phase [32,33], particles [34], thermotropic liquid crystal [35,36], and LLC [37,38], or self-emulsified
delivery systems (SEDDS) [39,40].

Among the different types of continuous emulsion-phase, LLC are the most versatile structures,
enabling the production of mesoporous or macroporous material by a simple, single-step method,
through the modeling of highly concentrated emulsions with liquid cubic crystals in the continuous
phase [41,42]. Alam and Aramaki published a review on the progress and prospects of LLC, based on
emulsions. In the present article, the authors summarize the recent development in oil/liquid crystal or
water/LC emulsions’ formation, stability, and rheology [43].

The type of molecular structure that generates a liquid crystalline phase is amphiphilic.
Amphiphilicity involves the coexistence of two completely different molecule realities, in relation to
water. On one hand, flexible hydrocarbon chains prevent contact with the water, while a polar head
group tends to orient toward water [44,45]. An amphiphilic self-organized system aggregates through
a self-organization process, directed by the hydrophobic effect when mixed with water. Amphiphilic
self-organized systems are characterized by structures in which the polar part (hydrophilic group)
protects the nonpolar chain (hydrophobic group) from contact with the aqueous solvent [46]. When the
amphiphilic concentration in a lyotropic system exceeds the micelle critical concentration or the critical
aggregation concentration (CAC), an amphiphilic self-organized aggregate is formed as an independent
entity, in balance with an amphiphilic monomer in the solution [47], without any orientational or
positional long-range order [44].

Liquid crystalline phases with different architectures are formed when the amphiphilic
concentration in the water exceeds CAC, and this compound self-organizes in a spatially regular
manner. The self-organized system depends on a delicate balance between intermolecular forces to
promote the structure of LC, and even a small alteration can disrupt the ordered structures of LC [48].
Amphiphilic self-organization in aqueous or non-aqueous medium also depends on the temperature
and the degree of hydrophobic chain introduction [49-51]. LC have different phases known as
mesophases, which differ in the individual orientation of their molecules, with different orders in each
phase. The most commonly described phases are the crystalline lamellar or amorphous, hexagonal types
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Hi and Hy, and discontinuous (I: and I2) and bicontinuous cubic types (V1 and V2) [22,52,53]. Each stage
is sensitive to temperature, pH, and the presence of impurities or foreign particles. Therefore, LC can
be considered responsive materials [54]. Regarding LC orientational changes, not only the nature of
foreign particles, but also their shape, size, and surface properties, play a critical role in the
manufacturing process. Thus, LC materials that have optical anisotropy when observed under polarized
light may have a dark or bright appearance, according to their order or orientation [48].

Molecular orientation in LC is the origin of the birefringence that is not present in the glassy state,
as it does not have the molecular orientational order. LC show general properties like birefringence; a
response to magnetic and electric fields; optical activity in twisted nematic phases; and sensitivity to
temperature, resulting in color changes [55]. An aligned LC phase shows two refractive indices, along
and across the long molecular axis. When a sample is illuminated, it is split into two components:
ordinary (polarized perpendicular) and extraordinary (polarized parallel) rays. The difference in the
refractive index between the two directions is the birefringence. The extraordinary refractive index (ne)
is bigger than the ordinary refractive index (no). Nearly all LC have a positive birefringence. The
birefringence decreases with temperature, due to a reduction in the order parameter with increasing
temperature. The birefringence’s optical property can be defined as the resolution of a light wave into
two unequally reflected or transmitted waves, by an optically anisotropic medium [56].

The dielectric constant of an aligned LC phase depends on the direction of the molecules within
the sample. In an electric field, the higher dielectric constant will tend to assume a horizontal position
on the supporting surface. The dielectric property of the liquid crystalline system can be defined as the
material that does not readily conduct electricity [55,56].

4. Viscoelastic Properties

Only a small number of materials obey Newton’s law of viscosity or Hooke’s law of elasticity, and
neither are applicable to LC. The complex behavior of rheological materials, which often have both fluid
and solid properties, is called viscoelasticity. Yu et al. shows that a typical creep curve consists of three
regions: the elastic (first part), viscoelastic (second part), and viscous region (third part), respectively.
An instantaneous elastic response, retarded elastic response, and a linear relationship between strain
and time, begins at the viscoelastic region to infinity [57]. Further manifestations of viscoelasticity were
reported for a lecithin/water binary system after detecting normal stress differences under shear flow,
measuring the stress relaxation after steady flow and attempting to conduct small amplitude oscillatory
shear experiments [58]. In 1993, Robles Vazquez et al. presented the whole linear viscoelastic spectrum
and interpreted it on the basis of a weak-gel response, which implies a preponderance of the elastic
component on the viscous one, within the standard available experimental conditions [59]. The
conclusion that emerges from this work is that the interaction between electrical double layers of the
surfactant molecules in the lamellar bilayers, as well as hydration and van der Waals forces, play an
important role in the viscoelastic behaviour of surfactant-based lyotropic mesophases. In 2005,
Mezzenga et al. showed that each distinct LC phase has a specific rheological signature. The lamellar
phase was demonstrated to be a plastic material, the hexagonal phase to be a viscoelastic material, and
the bicontinuous cubic phase showed complex rheological behaviour, with different characteristic
relaxation times. They argued that current models describing the viscoelasticity of bicontinuous cubic
phases are inadequate for fully explaining the experimental features observed [60].

5. Medical Setting

Zhou et al. (2014) and Fong et al. (2016) concluded that LLC materials will continue to evolve as
unique systems with advantageous physical, chemical, and biological properties, which will be
exploited in a wide range of advanced biomedical material and devices, and which will bring about
changes in medical settings [61,62]. Liquid-crystal materials have often been referred to as a curious
phases of matter, but their impact on modern technology has been profound [63].

A large subset of the LLC research community is making use of our new understanding of these
materials, to develop innovative biosensor devices for bedside diagnostics and laboratory applications.
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LLC materials, with their birefringent properties and extreme sensitivity to surface interactions, are
poised to play an important role in these devices. Optical sensors using LC materials could eliminate
the need for markers or tags, as the LLC molecules act to enhance the optical appearance of signals of a
biological process or structure. LLC have been recently used in a wide array of sensing applications that
exploit the high sensitivity of their alignment to the conditions of surrounding immiscible media [63,64].
Combined with the optical anisotropy of LLC, this sensitivity produces a rapid, easily-visualized
response. The potential of LLC as a sensor is significant and the design of the sensor permits a response
to be viewed in a small area [64].

Yamaguchi et al., using small angle x-ray scattering (SAXS) analysis, demonstrated that a response
to the transient structural change of a lipid was detectedm which might result from the diffusion of oil
and/or water from nanocube™ LC, towards the lipid lamella phase. Simultaneously, a significant
increase in growth factors and inflammatory cytokines was detected after the administration of
nanocube™. Not only the excess expression of cytokines, but also the extent of transepidermal water
loss as a barrier marker of skin, increased. These observations suggest that a structural change in a lipid
can stimulate and trigger the recognition of a slight injury in the wound defence and a repair response
as homeostasis [65]. In addition to traditional polymer processing, biopolymers were fabricated with
nanometer scale network morphology, using LLC templates to impart lamellar nanoscale architecture
within the synthetic scaffolds. For three-dimensional directional cell growth, hydrogels with oriented
channels have been used with some success. However, the microscopic pores usually have no nanoscale
orientation for guiding cell growth, and the scaffolds are most often preformed, thus requiring invasive
implantation surgery. The aligned nanofibers can direct cell growth. The alignment of LC at low shear
rates has also been used to create scaffolds with a nanoscale orientation. Three-dimensional, cell-
containing scaffolds with a long-range directional order can be produced by a variety of external force
fields (i.e., magnetic field, flow field, and meniscus force). LLC of nanoscale phage particles can be
mixed with cells and injected into a matrix, to yield microscale fibers displaying a long-range (greater
than 1 cm) ordering of aligned phage. So, constructing tissue regenerating materials with phage
nanofibers may provide several advantages over conventional methods [66-68]. Responsive, lipid-
based mesophase systems offer other opportunities in biomedical applications, such as biosensing,
diagnostics, drug delivery systems [62], tissue targeting [69], and tissue regeneration [65,67,70]. Fong et
al. (2016) completed the important review on responsive, self-assembled nanostructured lipid systems
for drug delivery and diagnostics. They summarized the distinctive features of this LLC and concluded
that the promising applications of LLC depend of the synergistic exploitation of the mesophases and
the advancement of science [62].

6. Liquid Crystals as Sensing Systems

The LC biosensor is a research area of sensor technology, which integrates modern biotechnology,
and in recent years, the LC biological sensors have become a hotspot of associated research [71]. A
macromolecular organic compound is ordinarily immobilized in close proximity to a transducer
surface, facilitating direct or mediated signal transfer to the transducer [72,73]. Different types of
biologically sensitive materials can be selectively used to recognize a particular substance. These include
enzymes, multi-enzymatic systems, organelles, photosensitive plant and bacterial membranes,
protoplasts, whole cells, tissue slices, antibodies, DNA, carrier protein, and even receptor systems
isolated from cell membranes [74-76]. An acetylcholinesterase biosensor LC system was developed,
based on the enzymatic growth of gold nanoparticles for amplified acetylcholine and
acetylcholinesterase inhibitor detection [77]. Glucose is an example of an important biomolecule, and
the sensor’s ability to detect it and measure its concentration, is important for a better understanding of
its role in biological environments such as single cells and bacterial cultures. A glucose sensor based on
4-cyano-4'pentyl biphenyl and on octadeyltrichlorosilane-coated glass slide as a substrate, showed the
sensitivity to detect and measure glucose concentrations from 1.0 pmol to 50.0 nmol [78]. A sensor may
be obtained from a biological macromolecular compound, ordinarily immobilized in close proximity to
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the transducer surface, thereby facilitating signal expansion and direct or mediated transfer to the
transducer [48].

Biomimetic devices such as LC can act as signal amplifiers to modulate specific associations,
dependent on hydrophobic, electrostatic, and van der Waals interactions. This specificity can be used
to detect antigen-antibody, receptor-toxin, enzyme-substrate, and drug-receptor interactions, thereby
amplifying the measure of intrinsic activity, transforming the interaction into measurable signals.
Valloran et al. (2016) showed that, during the in meso peroxidase enzymatic reaction, the converted
product crystallizes within the mesophase domains, generating a detectable birefringence signal. A new
general assay principle is presented for the detection of an unprecedented vast class of analytes, using
birefringence as a sole optical output signal [79].

Khan and Park showed the use of 4-cyano-4'pentyl biphenyl as a sensing application material, and
demonstrated that the LC-based glucose biosensor functionalized with poly (acrylicacid-b-4-
cynobiphenyl-4'-oxyundecylacrylate), and that quaternized poly(4-vinylpyridine-b-4-cynobiphenyl-4-
oxyundecylacrylate) has advantages such as low production costs, simple enzyme immobilization, high
enzyme sensitivity and stability, and easy polarized optical microscope detection, and may be useful
for prescreening the glucose level in the human body [80].

The immunodetection of cancer biomarkers is an essential procedure in cancer detection and
diagnosis. The LC-based immunodetection offers an alternative and sensitive approach for the detection
of biomarker proteins, with the potential of replacing conventional immunoassays used in biochemical
studies. When considering the detection of biomolecules, a higher sensitivity can be achieved through
a more significant phase retardation, using a LC mixture of larger birefringence material. Studies on the
label-free immunodetection of the cancer biomarker CA125, using larger birefringence material, show
that techniques based on birefringent LC have the potential of detecting a wide range of biomolecules
and should be further pursued, in addition to conventional immunoassays [81].

The substrate feature for LC alignment is a key component for a LC-based detection system
(sensing-LC system). However, the alignment is also influenced by the nature and type of the surfactant
molecule at the air-liquid interface. Nonpolar surfactant portion branching and organization influence
the liquid crystals’ orientational order (or anchorage). Similarly, ordering/anchoring is dependent on
liquid crystals” alkyl chains and core [82,83]. Studies of the biosensors should focus on adopting new
technology and using new materials, selecting the suitable function materials for the determination of
the objects. Besides, the bionic biosensors have the potential to replace biological visual, olfactory,
gustatory, auditory, tactile, and other sensory organs [71].

7. Liquid Crystals Homeotropic Alignment

There are many different types of LC phases, which can be distinguished by their different optical
properties. When viewed under a polarized light source, different LC phases appear to have distinct
textures. The contrasting areas in the textures correspond to domains where the LC molecules are
oriented in different directions. Early on in LC research, observations were made concerning the
spontaneous interaction of the fluid with surfaces. Chatelain (1943), in his classic investigation of
homogeneous alignment on rubbed surfaces, hypothesized that the orientation results from dipole
interactions between an ordered layer of adsorbed fatty impurities and the proximate nematic
molecules, but he was unable to eliminate the possibility that the mechanism involved the alteration of
the substrate surface itself [84]. Berreman (1972) showed that elastic strain energy may account for the
tendency of nematic LC to lie parallel to the direction of rubbing on a solid surface that has been slightly
deformed, or perpendicular to a surface that is slightly rough in two dimensions [85]. Homeotropic
alignment is the state in which a rod-shaped liquid crystalline molecule is perpendicularly aligned to
the substrate, in contrast to homogeneous alignment, in which molecules and substrates are aligned in
parallel. This phenomenon of the orientation of liquid LC by surfaces is the so-called anchoring. The
phenomenon of anchoring is also similar to the epitaxia observed in the growth of some solid crystals
on others. While an epitaxial layer is seldom obtained, LC phases are oriented by any surface, even free
surfaces [86].
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LLC differ from thermotropic LC in that they are not homogeneous phases. They are obtained by
putting rod-like particles or macromolecules in solution, by making soap solutions, or by mixing oil and
water by mean surfactants. Amphiphilic surfactant molecules form micelles, with their hydrophilic
heads pointing into the water. The hydrophobic tails point into the oil, if it is stabilizing the oil/water
interface. All materials showing LC behavior belong to two general classes: lyotropic materials, in which
fluid anisotropy results from interactions between anisotropic aggregates of amphiphilic molecules; and
thermotropic materials, in which the orientational order arises from interactions among partially rigid
anisotropic molecules. Amphiphilic compounds can form a variety of thermotropic LC phases as a
function of temperature by themselves, and LLC phases upon the addition of some solvent, such as
water or diethylene glycol [87].

The interaction between the surfactant aliphatic alkyl chain and the LC is largely responsible for
controlling the orientational arrangement of LC in the LC-water interface [88, 89]. The orientational
arrangement of LC is also sensitive to the degree of branching and conjugations in aliphatic chains.
However, amphiphilic molecules for the LC-water interface are essential for homeotropically aligning
the LC [48]. When a synthetic phospholipid is used to align LC molecules, unilamellar lipid vesicles or
doped unilamellar lipid vesicles by a receiver, complementary to the target analyte, can also be used to
homeotropically align LC molecules [82,90].

The lipid “A” bacterial endotoxin has also been used for LC alignment purposes [68,69]. Sodium
dodecyl sulfate is a surfactant used for LC alignment at the air-liquid interface, whose operation is
similar to that of phospholipids, but with the advantage that it is used in its unaltered form, where lipid
vesicle formation is an essential step to the induction of LC alignment [89]. Ionic surfactants have been
used to study the interaction of LC droplets, coated with polyelectrolytes. Bromide octa-decyl-trimethyl
ammonium adsorption at the LC-water interface has been undertaken to develop homeotropically
aligned LC molecule and immobilized LC droplet optical sensors on living cells [91-93]. LC-based
sensors have been developed to analyze label-free polyelectrolytes, ions, molecules, and biological
systems. Copolymer amphiphilic blocks have been used as sensors [94] for glucose [80] and protein [95].
A protein-containing solution such as bovine serum albumin causes an orientational ordering change
of LC sensing dots; this change is indicated by a dark-to-bright transition in LC sensing dots’ optical
appearance [96]. The principle of detection of these sensors is based on the LC highly sensitive
orientational response to small changes in the surface structure [97].

8. Drug Delivery

With the advent of drug design, different lipid types have been studied for drug delivery through
different administration routes. Partially hydrophilic lipids in solid state have been used as hydrophilic
drug carriers in sustained release systems, in different administration routes, as drug carriers in solid
implants, or in biomimetic engineering applications [98, 99]. Polar amphiphilic lipid reorganization in
water invariably forms lipid bilayers. However, depending on the temperature and on the media’s
water content, lipids are organized in cubic lamellar (V2) and hexagonal (H:2) mesophases, which
constitute the most common LLC systems used in drug delivery systems (DDS) [91,96]. Lamellar phases
(L) are formed by higher amphiphilic lipid concentrations and meet a long-range order, whose
structure is constituted by a linear arrangement of alternating lipid bilayers and a water channel.

Owing to its potential for controlled drug release, and biomimetic and biopharmaceutical
properties, the use of partially hydrophilic lipids in LLC preparation expanded their use in the drug
delivery system [14]. At present, LLC are among the most promising strategies for increasing a drug’s
bioavailability, and for modifying release and absorption kinetics [28, 100-102], as well as for target-
specific drug delivery systems [103, 69]. LLC particles are nanostructures proven to be extremely
versatile for DDS, are nontoxic and biodegradable, and can be used for various routes of administration
including ophthalmic [104], nasal [105], vaginal [106], dermal [107], oral [108], or parenteral [101].

The structures of the cubic and hexagonal phases have received considerable attention because of
their potential as vaccine delivery systems [78,90]. Cubic and hexagonal phases provide a slow drug
release matrix, and protect nucleic acids, proteins, and peptides from physical and chemical
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degradation, with a view to exploiting these features for small molecules such as acyclovir [109] and
salbutamol [44]. For a given cubic phase, the rate of diffusion depends on the molecular size of the
diffusant. Further, the rate of transport for a given diffusant can be adjusted when the aqueous channel
size of the hosting cubic phase is changed by using lipids with different acyl chains. Additional control
over the release was demonstrated when the strength of the electrostatic interaction between the
diffusant and the walls of the channels were fine-tuned. Exquisite control over the release can be
achieved by adjusting the electrostatic interaction’s strength and by his-tagged displacement [110].

9. Release, Absorption, and Permeation Mechanism

Drug colloidal carriers, especially LLC, seem to be promising candidates for the different
administration routes and modified release of drugs, peptides, genes, and other bioactive compounds.
Libster et al. first reported that the inverse hexagonal lyotropic mesophase could be used as a
hydrophobic peptide crystallization medium, resulting in crystals of high specific quality which were
stable for crystallographic analysis. In this study, cyclosporine-A crystals provided excellent X-ray
information, with a 1.0 A limit resolution diffraction [109].

A drug transdermal release system comprising the drug and a mesophase
(amphipathic/lipophilic/water), or an expanded mesophase form, wherein the drug is contained within
the mesophase, is a carrier adapted to transport and, after administration, gradually releases the drug
in a sustained manner and for a long period of time [76,96].

Hexagonal mesophase drug release behavior seems to follow the Higuchi diffusion-controlled
kinetic model [92], where the cumulative amount of drug diffusion through the matrix linearly depends
on the square root of time. Geraghty et al. studied the in vitro antimuscarinic drug release from
monoolein 18-99/water hydrogel, and found that sustained drug release for an 18-h period followed
the Higuchi diffusion-controlled model [111]. Therefore, it seems that drug-controlled diffusion is
influenced by the internal order and symmetry of mesophase.

Efrat et al. developed an analytical method to detect the levels in which LLC system host molecules
contribute to mesophase’s internal order and symmetry (kosmotropic effect), and the level to which
they destroy the internal symmetry and are phase transformation agents (chaotropic effect). In contrast,
these authors reported that the presence of host molecule ions could be structurally complementary to
one another and exhibit synergistic solubilization [70,98,112]. Apparently, the highest permeation rates
can be obtained with molecules of higher ionic kosmotropic quality (OH-, COs?, SO«>-, HPO4?-, Mg?, Li,
Zn?*, and Al**). In contrast, molecules with more chaotropic ions (Na*, K*, Br-, and I") tend to be
intercalated in the interfacial area and interact with the polar fraction of lipids. Thus, drug diffusion by
the water channels of lyotropic mesophase is prevented by two factors [113]. The first is the drug
geometric confinement, which restricts their movement and their diffusion in the LLC aqueous domain.
The second factor is the chemical interaction’s strength between the drug’s and lipid’s hydrophilic and
lipophilic fractions [114].

Using inverse hexagonal mesophase (Hu), the authors have shown that small and hydrophilic
peptides may be solubilized in the mesophase Hu. In vitro studies demonstrated that hexagonal
mesophase has the potential to release transdermal desmopressin and increase transdermal permeation
of cyclosporine-A [100, 101, 115].

These systems have also been shown to be effective for target specific drug release. p-
Aminobenzoic acid (PABA) is a drug used to treat skin fibrotic disorders and is also used as a sun
screening agent. PABA has a limited oral bioavailability owing to its low solubility in water (6.1
mg-mL-), which makes it a candidate drug for LC formulation. Kadhum et al. evaluated the utility of
oral formulations to enhance PABA bioavailability and specific skin targeting. In this study, an oral
formulation using the dispersions of LC cubosomes significantly increased LC-PABA bioavailability,
when compared with PABA solution alone. The authors attributed the effect to LC-forming lipid types,
suggesting that the oral administration of LC formulations is advantageous for the target specific release
of PABA to the dermal tissue [116]. However, one must consider that the LC molecules are highly
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ordered, such as in solid state, whereas drug molecules in liquid preparations are free and diffuse
randomly, reducing their bioavailability [117].

The rheological mucoadhesive properties of the LC precursor formulation for nasal administration
comprising PPG-5-CE-TETH-20, oleic acid, and water, proved to be a promising strategy for the
systemic release of zidovudine and other antiretroviral drugs [117]. The mucoadhesive LC precursor
system comprising PPG-5-CETETH-20, oleic acid, chitosan, and poloxamer 407, was suitable for vaginal
curcumin administration [106]. In both studies, drugs have their bioavailability limited by low water
solubility. In the curcumin study, the LC form also increased the chemical stability of this
phytochemical.

High concentrations of the polyethylene glycol oxy-stearate (HLB 14-16) and glycerol polyethylene
glycol ricinoleate (HLB12-14) surfactants were used to prepare LLC nanoparticles to carry finasteride
for topical delivery. Results showed dosage stability, a quick release, and a significant increase of
finasteride dermal permeation. Permeation increase was attributed to the degree of lipid acyl chain
disorganization, which might cause a fluidity increase in the stratum corneum.

The correlation between the structure of various LLC and anti-inflammatory diclofenac
transdermal administration has been evaluated [89,92,118]. The Kosmotropic or chaotropic agents’
impact of diclofenac derived salts (Na *, K *, and diethylamine—DEA*) was assessed for different
lyotropic mesophase structural characteristics and the transdermal release profile. The LC from this
study was prepared by mixing monoolein/ethanol/water. The most chaotropic DEA effect between
diclofenac derivatives (diclofenac DEA*) interacts with monoolein polar fraction and breaks its internal
symmetry, causing phase transformation by expanding the lipid-water interface of lamellar and cubic
mesophases. Potassium diclofenac, which is the least chaotropic diclofenac salt derivative, had a less
pronounced effect on the mesophase structure. As expected, sodium salt (kosmotropic) had the least
influence on both lamellar and cubic mesophases [115].

Another important application of LLC is the periodontal release of anesthetics and antibiotics for
the prevention and treatment of infections. The interaction of lidocaine and lidocaine hydrochloride
with the LC structure, for topical use, was studied. The in situ preparation of the anesthetic containing
LC led to the arrest of the salt within the aqueous lamellar LC region, possibly owing to the chaotropic
effect. In this case, the release of salt (lidocaine HCl) is slow, owing to the inability of the salt to penetrate
more of the lipophilic fraction [119]. The various options described for the host drugs of microstructure
LLC systems can be applied for analgesia, topical, ocular, post herpetic, and other applications [104-
106].

The development of a pre-concentrate LLC-free water, with a good physical tolerance and the
spontaneous formation of LC in an aqueous medium, is designed to be injected in the periodontal
pocket, where it would be transformed into a crystalline phase of higher viscosity with a texture for
controlled drug release. Metronidazole benzoate was used as an active agent. Miglyol 810 and
polyethylenoglycol oxy-stearate (HLB 14-16), and glycerol polyethylenoglycol ricinoleate (HLB12-14),
were used to form the LLC phase with 10%—40% water content. The rigidity of the lyotropic structure
influenced by surfactants exerted a higher effect on the release of the metronidazole benzoate [119].
Bruschi et al. used a precursor system LC phase compound of gelatin microparticles, containing
propolis, PPG-5-Ceteth 20, isopropyl myristate, and water for the treatment of periodontal diseases. In
this study, the release was not Fickian (anomalous) for 10%, 30%, and 50% of the initial drug loading
[120].

10. Conclusions

The alignment layers for LC and the creation of patterned surfaces by self-organization anisotropic
molecules can be previewed in advance, using bottom-up approaches, for example. However, the
complete control of adsorption on a surface is not easily achieved. As proposed by Hoogboom et al.,
one way to produce well-defined arrays is to use self-assembling molecules associated with physical
phenomena, such as surface dewetting [121]. More detailed studies on this proposal could help
overcome one of the main obstacles of clinical application and the business of the LLC forms.
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The behavior of lyotropic biomimetic systems in drug delivery is multifactorial, such as the
properties of the drugs, initial water content, phase LLC type, swellability, drug loading rate, the
presence of ions with higher or less kosmotropic or chaotropic force, and the electrostatic interaction between
the drug and the lipid bilayers. In this regard, it is a range that can be determined by the free energy of salt hydrogen
bonds (AGss). The higher the value of AGss, the greater the kosmotropic effect, while the chaotropic effect is more
pronounced for lower AGus values. Conversely, in vivo interaction studies between the LC and the drugs are
limited, and the LC biopharmaceutical impact on the drugs’ bioavailability is not sufficiently clarified. The
marketing of LLC systems still faces obstacles, including well defined methods for production scheduling, the loss
of physical stability, and the absence of lipids with previously known phase behavior. However, scientific research
on the mesophase systems continues to instigate researchers in both academia and industry. Studies not yet
published by our group have shown an advance in knowledge to improve the clinical use of LLC in systems for
drug delivery.
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