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RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver novas formulagdes contendo IFN-y,
visando sua utilizacdo como agente imunomodulador. As formulagdes foram
produzidas a partir de diferentes sistemas coloidais formados por nanoemulsdes
ou micelas nanoestruturadas. As nanoemulsdes a base de agua destilada,
triglicerideo de acido caprico/caprilico, oleoato de sorbitano (SP), polissorbato 80
(TW) e propilenoglicol (PG) ou 1-butanol (BT) foram preparadas por ultra-
homogeneizagdo. As dispersdes, formadas pelo copolimero Pluronic F127 em
solugdo tampéao fosfato (pH 7.4), foram preparadas nas concentragdes de 10
mg.mL”", 50 mg.mL’ e 250 mg.mL'. As nanoemulsdes e dispersées
desenvolvidas foram caracterizadas para obter o tamanho hidrodinadmico, indice
de polidisperséo, carga superficial, estabilidade fisica preliminar e acelerada e
propriedades reologicas. As nanoemulsdes e dispersdes estaveis foram
selecionadas para incorporar nano doses de IFN-y (100 ng.mL'1). A influéncia do
IFN-y incorporado nas formulagbes desenvolvidas na atividade funcional das
células mononucleares para Escherichia coli enteropatogénica foi analisada por
meio da liberagdo de anion superoxido, fagocitose e atividade microbicida. Em
adigdo, a influéncia das formulagdes sobre a atividade funcional das células
mononucleares, das células de cancer de mama humano (MCF-7) e da co-cultura
de ambas, foi estudada por meio do teste de permeabilidade celular ao iodeto de
propideo e da liberagdo de calcio intracelular. As formulagbes otimizadas
permaneceram estaveis em condi¢cdes extremas durante 90 dias, com valores de
pH biocompativeis, sem alteragdo significativa dos perfis reoldgicos, didmetro
hidrodindmico com dimensdes nanométricas, potencial zeta negativo, e sem
variacdes significativas da dose do IFN-y (100 ng.mL™"). Os ensaios bioldgicos
mostraram que as formulacdes desenvolvidas ndo alteram a taxa de viabilidade
das células mononucleares e aumentaram a liberagcdo de superoxido, o indice de
fagocitose e a liberagdo de calcio intracelular das células mononucleares do
sangue humano, quando se comparou ao grupo espontaneo. Além disso, as
nanoemulsdes sao capazes de promover a morte das células de cancer de mama
humano MCF-7 ou em co-cultura. Os resultados indicam que as formulagdes
produzidas podem melhorar a atividade biolégica do IFN-y.

Palavras chaves: Nanoemulsdo, Pluronic 127, Micelas nanoestruturadas,
Imunomodulagao, IFN-y, Células mononucleares, Células de cancer de mama.



ABSTRACT

The aim of this study was to design and develop different formulations containing
IFN-y to probe their use as an immunomodulating agent. Produced formulations
were based on two different nanoemulsion systems or nanostructured micelles.
The nanoemulsions comprising distilled water, triglycerides of capric/caprylic acid,
sobitan-oleate (SP), polysorbate 80 (TW) and propylene glycol (PG) or 1-butanol
(BT) were prepared through ultra-homogenization. The pluronic 127 dispersions in
phosphate buffer solution (pH 7.4) were prepared at concentrations of 10 mg.mL'1,
50 mg.mL™" and 250 mg.mL™". The developed nanoemulsions and dispersions
were characterized regarding droplet size, polydispersity, surface charge,
preliminary and accelerated physical stability, and rheological properties. Stable
products were selected to incorporate nano doses of IFN-y (100 ng.mL™") and
characterized under the same parameters. The influence of IFN-y incorporated
formulations on functional activity of mononuclear cell for Escherichia coli
enteropathogenic was analyzed through superoxide release, phagocytosis and
microbicidal activity. By means of cell permeability tests to propidium iodide and
intracellular calcium release were employed to study the formulations influence on
functional activity of mononuclear cell, human breast cancer (MCF-7) and co-
culturing both. The optimized formulations remained stable in extreme conditions
during 90 days, displaying biocompatible pH value, significant maintenance of its
rheological profile, nanometric hydrodynamic diameter, negative zeta potential and
no significant variations of IFN-y dose (100 ng.mL™). Additionaly, developed
formulations did not alter the MN cell viability rates and increased the superoxide
release, phagocytosis index and intracellular calcium release of mononuclear cells
of human blood compared to the spontaneous group. Furthermore, the
nanoemulsions were able to promote the death of MCF-7 human breast cancer or
co-culturing. Our findings indicate that the produced formulations can improve the
biological activity of IFN-y.

Keywords: Pluronic F127, Nanoemulsion, Micelles, Immunomodulation, IFN-y,
Mononuclear cells, Breast cancer cells.
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CAPITULO 1
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1 INTRODUGAO

Nanobiomateriais empregados como sistemas de liberagdo de farmacos
tém contribuido para melhorar a eficiéncia do tratamento de muitas doencas,
porém a sua aplicagdo em grande escala depende do desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas, por exemplo, da sintese de novos sistemas carreadores,
de diferentes vias de administracdo, e de adequagdes bionanotoxicoldgicas
(PRIDGEN et al., 2013; SMITH et al., 2013).

Dentre os nanomateriais que tém sido empregados como sistemas de
veiculagdo de farmacos (SVFs) pode-se citar as nanoemulsdes (NEs) e as
micelas nanoparticuladas (MNPs), sistemas estes que se destacam por
promoverem alternativas terapéuticas eficientes, que possibilitam a administracao
de moléculas biologicamente ativas em local especifico, com eficiéncia
terapéutica relevante e efeitos colaterais minimos (BONIFACIO et al.,, 2014;
LAWRENCE; REES, 2012).

Os polimeros utilizados na sintese de materiais nanoestruturados tém sido
aplicados para a veiculagéo de farmacos, vacinas e fotosensibilizadores (FARAJI;
WIPF, 2009; KREUTER, 1996; PY-DANIEL et al., 2016) e como adjuvantes em
imunoterapias (GOMEZ et al., 2009; HARA et al., 2013). As NEs tém sido
empregadas para veiculagdo de anti-inflamatérios como o celecoxib (BABOOTA
et al., 2007) e o aceclofenaco (SHAKEEL et al., 2007), o clotrimazol na
quimioterapia de malaria (BORHADE et al., 2012), para veiculagéo de ftalocianina
para terapia fotodindmica e hipertermia em glioblastomas (DE PAULA et al.,,
2012), como adjuvante em vacinas para influenza (HAMOUDA et al., 2011) e em

fitoformulagdes (AJAZUDDIN; SARAF, 2010).
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A NE é definida como uma dispersao coloidal termodinamicamente instavel
constituida de dois liquidos imisciveis, com um dos liquidos disperso na forma de
pequenas goticulas (normalmente r < 100 nm) no outro liquido, onde a
estabilidade é alcancada por meio da combinagdo de tensoativos (FRYD;
MASON, 2012; MCCLEMENTS, 2012). As MNPs que tém sido muito investigadas
como sistemas de veiculagao de farmacos sao as poliméricas, que sao particulas
coloidais esféricas que podem apresentar um nucleo hidrofébico e o exterior
hidrofilico sendo constituidas por polimeros copolimeros (TORCHILIN, 2005;
ZHOU et al., 2011). Para a veiculacdo de farmacos estes sistemas podem ser
apresentados na forma de micelas propriamente ditas, as vesiculas e os
complexos polieletroliticos, de modo que o nucleo contenha o farmaco
(VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Os complexos nanoestruturados com formulagbes adequadas podem
modificar a liberagdo de estimulos que atuam no sistema imunolégico (MANDAL
et al., 2010; SAJAN et al., 2009) permitindo a sua modulagdo de forma que
proteja o organismo da atividade pro-inflamatéria excessiva e que leve a uma
resposta mais eficiente para determinadas doengas. (PESSOA et al.,, 2014,
RIBEIRO et al., 2015; RIET; HARTGERS; YAZDANBAKHSH, 2007). A
administragdo terapéutica de citocinas tem sido empregada com visando
modificar a resposta imunolégica em doengas como o cancer e doengas
autoimunes ou infecciosas. Diversos estudos tém sido conduzidos com o objetivo
de determinar as vias e concentragdes ideais para a administragdo de citocinas

(BARRATT, 2000; CHRISTIAN; HUNTER, 2013).
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Entre as citocinas, o interferon-y (IFN-y) atua no processo de ativagéao e
modulacdo das fungdes das células do sistema imunologico, pode promover a
atividade fagocitica, o aumento da expressao de receptores de superficie e atuar
na resposta microbicida dos fagécitos (FAGUNDES et al., 2013; SANCHEZ-
MUNOZ, 2008). O sucesso limitado das terapias que envolvem os IFNs é
atribuido a dificuldade de fazé-lo atingir alvos especificos com doses adequadas
(DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006). Com o objetivo de responder a essa
demanda, biomateriais vém sendo desenvolvidos para atuarem como
transportadores de citocinas, e também com o objetivo de reduzir a apoptose em
alguns 6rgaos nos quais elas podem ser consideradas téxicas (GUAN et al.,
2012).

Estudos realizados por nossa equipe mostraram que nanodoses de IFN-y
(100 ng.mL™") sao suficientes para atuar na atividade funcional dos fagécitos do
sangue quando incubadas com bactérias (FAGUNDES et al., 2013) ou
protozoarios (MORAES et al., 2015), sugerindo a necessidade de desenvolver
veiculos nos quais nanodoses de |IFN-y possam ser adequadamente
administradas.

Observa-se na literatura alguns trabalhos de SVF coloidais para citocinas,
tais como, a veiculacdo de IFN-a para aplicagdes antitumorais e em vacinas por
meio de lipossomas (KARAU; OETSZULAT; SHMIDT, 1996; VAN SLOOTEN et
al., 2001b), micro e nanoparticulas (SANCHEZ et al., 2003) e nanoparticulas
(SEGURA et al., 2007). Verifica-se nos resultados dos estudos citados, que o
estudo do efeito da veiculagdo de citocinas acopladas a sistemas

nanoestruturados na atividade imune de fagocitos do sangue humano nao é
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conclusivo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolver e
caracterizar sistemas coloidais a base de NEs ou MNPs para veiculagédo de IFN-y,
bem como o estudo da modulagdo promovida por estes sistemas sobre a
atividade funcional de fagdcitos do sangue periférico e células de cancer de

mama humano.

1.1 Motivagao

1.1.1 Sistemas de veiculacao de farmacos

Um sistema de veiculagdo de farmacos ideal tem como objetivo maximizar
o efeito terapéutico, ao mesmo tempo que minimiza a toxicidade do mesmo. Com
0 avang¢o da nanociéncia e da nanotecnologia os procedimentos farmacéuticos
tém evoluido de convencionais e simples, para sistemas altamente sofisticados,
que permitem o transporte de farmacos em doses minimas e em locais
especificos, os quais sdo chamados de sistema de veiculagcdo de farmacos
(ANSEL et al., 2007; HONORIO-FRANGCA, et al., 2013). Os SVFs mais estudados
que tém se mostrado adequados para melhorar a eficiéncia terapéutica incluem
os sistemas coloidais, tais como os nanoparticulados e as nanoemulsées (SOLER
et al., 2011; STANISCUASKI et al., 2003).

Dispersodes coloidais consistem em suspensodes formadas por particulas ou
moléculas, com pelo menos uma dimens&o entre 1 a 1000 nm, dispersas numa
fase continua e tém despertado muito interesse nas Uultimas décadas. Por
exemplo, as NEs sao dispersbes coloidais transparentes ou translucidas,
termodinamicamente instaveis e constituidas de dois liquidos imisciveis, sendo

um deles disperso na forma de pequenas goticulas (normalmente r < 100 nm) no
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outro, cuja estabilizacdo ocorre por meio da combinagao de tensoativos (CHIME;
KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; FRYD; MASON, 2012; GUTIERREZ et al.,
2008; MCCLEMENTS, 2012). Ao contrario das microemulsbes que séao
termodinamicamente estaveis, as NEs apresentam estabilidade cinética e
estabilidade dindmica de longo prazo, sem floculacdo aparente ou coalescéncia
(TADROS et al., 2004). A estabilidade das NEs depende dos tensoativos nao-
ibnicos e/ou polimeros que conferem repulsdo estérica entre os globulos,
reduzindo a possibilidade de coalescéncia, e de separagao das fases (BABOOTA
et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2004; MASON et al., 2006).

As NEs nao se formam espontaneamente, mas necessitam de energia, a
partir de dispositivos mecanicos ou de caracteristicas quimicas dos seus
componentes para a sua sintese. Em adi¢ao, a concentragédo e a ordem de adi¢ao
das fases tensoativas, oleosas e aquosas influenciam diretamente no tipo de
sistema formado (FRYD; MASON, 2012). O filme formado por compostos
tensoativos que compdem a interface dos sistemas emulsionados tem a fungao
de diminuir a tensao interfacial entre os dois liquidos imisciveis, de modo a reduzir
as forcas de atragdo entre as suas proprias moléculas, facilitar a fragmentagao
dos glébulos maiores em menores e diminuir a tendéncia natural dos glébulos de
agregarem-se ou de coalescer (FANUN, 2010; PENG et al., 2010). Os compostos
tensoativos e co-tensoativos sao formados por moléculas anfifilicas com
capacidade para modificar as propriedades fisico-quimicas da superficie ou
interface dos componentes dos sistemas dos quais participam, propiciando a
combinagao de grandes quantidades de dois liquidos imisciveis em uma unica

fase homogénea (LAWRENCE; REES, 2012; TSAl et al., 2010).
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A associagcdo de tensoativos e co-tensoativos que apresentem
compatibilidade quimica e biolégica pode ser muito efetiva no aumento da
estabilidade e organizacdo de sistemas emulsionados (LAWRENCE; REES,
2012). Por exemplo, agentes tensoativos sintéticos apresentam resultados
adequados de emulsificacdo e conferem maior estabilidade a emulsdo. Entre os
tensoativos pertencentes a esta classe, os nao iénicos do grupo dos poloxameros
e polioxietileno-sorbitanos (Spans e Tweens) tém se mostrado promissores, pois
levam a formacéao de filmes interfaciais compactos, conferindo maior estabilidade
a formulacao (BRUXEL et al., 2012).

Os co-tensoativos sao responsaveis pela reducdo adicional da tensao
interfacial necessaria para a formacdo e estabilidade dos sistemas, além de
promoverem fluidificagdo do filme interfacial formado pelo tensoativo, impedindo na
maioria das vezes a elevagao da viscosidade do sistema obtido. Geralmente, usa-se
um alcool, embora os glicois, as aminas e acidos organicos possam desempenhar o
mesmo papel (LAWRENCE; REES, 2012). Os principais co-tensoativos utilizados
no preparo de emulsdes sao os de massa molecular pequena ou meédia, que
apresentam uma cadeia contendo entre dois e dez carbonos. O alcool mais usado
€ o 1-butanol e os glicéis tém se destacado por apresentarem menores restricbes
de compatibilidade e toxicologicas (KREILGAARD, 2002).

Os triglicerideos de cadeia média, principalmente o derivado caprico,
caprilico e glicerina, sdo aprovados para utilizagao parenteral pelo Food and Drug
Administration (FDA) e preferencialmente utilizados em NEs para veiculagdo de
farmacos por serem 100 vezes mais solUveis em agua do que os triglicerideos de

cadeia longa (BENITA; LEVY, 1993).
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As NEs sao classificadas quanto a posicdo do componente da fase
dispersa ou dispersante. O tipo de sistema formado dependera da curvatura
realizada pelo filme interfacial dos compostos tensoativos e co-tensoativos, onde
a camada de tensoativo solvatara até certo ponto entre a fase aquosa (A) e a
oleosa (O), e adotara a configuragao que resulte no balango das energias de
interagcdo coesivas das moléculas de tensoativo com o 6leo e com a agua
(PODLOGAR et al., 2004). Quando a forga de solvatagcéo for maior para a fase
oleosa, o filme de tensoativo se curvara em direcdo a fase aquosa formando
sistemas do tipo agua em o6leo (A/O), conforme ilustragdo da Figura 1A. Caso
contrario, quando a forga de solvatagao for maior para a fase aquosa, o filme se
curvara na direcao da fase oleosa formando sistemas do tipo 6leo em agua (O/A),
conforme ilustragdo da Figura 1C; enquanto que, em uma situagao intermediaria e
transitoria (Figura 1B) a interface assumird uma configuragdo bicontinua

(CONSTANTINIDES; Y1V, 1995; FERNANDEZ et al., 2004).

Agua / Oleo (4/0)

| Oteo / Agua (0/4)

Figura 1. llustragéo das estruturas mais comuns de sistemas nanoemulsionados:
A) Agua em o6leo (A/O); B) Bicontinua; e C) Oleo em agua (O/A). Fonte: Arquivo
pessoal, Adaptado de (LAWRENCE; REES, 2012).
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Neste contexto, visando obter nanoemuldes do tipo 6leo em agua com alta
estabilidade e compatibilidade para veiculacdo de interferon gamma, foram
empregados como tensoativos o Polissorbato 80 (Tween 80®) e o Oleato de
sorbitano (Span 80®), co-tensoativos 1-butanol ou proprilenoglicol e como fase
oleosa o triglicérides de acido caprico/caprilico, cujas estruturas moleculares séao
apresentadas na Figura 2. Em A) Polissorbato 80, B) Oleato de sorbitano, C) 1-
butanol, D) Propilenoglicol e E) triglicérides de acido caprico/caprilico.

Em comparagédo as formulagbes convencionais, as nanoestruturas
poliméricas, ao serem empregadas para a veiculagdo de farmacos, podem
aumentar a solubilidade dos componentes, reduzir a dose terapéutica e melhorar
a absorgdo dos componentes ativos (WU; ZHANG; WATANABE, 2011). Estes
sistemas podem ser utilizados para administragcao parenteral, pois séo estaveis,
nao-toxicos, ndo trombogénicos, ou imunogénicos, ndo ativam diretamente os
neutréfilos e ndo sdo detectados rapidamente pelo sistema reticuloendotelial,
podendo permanecer mais tempo em circulacdo (FARAJI; WIPF, 2009;
KREUTER, 1996; SOLER et al., 2007).

As particulas e micelas nanoestruturadas diferem entre si segundo a
composicado e organizagao estrutural (Figura 3). As nanocapsulas sé&o
constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo aquoso
ou oleoso, no qual o farmaco é dissolvido e/ou adsorvido a parede polimérica. Por
outro lado, as nanoesferas, que nao apresentam 6leo em sua composi¢do, sao
formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; STANISCUASKI et al., 2003; WU;

ZHANG; WATANABE, 2011).
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Figura 2. Estruturas molecularares dos componentes escolhidos para a sintese
das nanoemulsdes A) Polissorbato 80, B) Oleato de sorbitano, C) 1-butanol, D)
Propilenoglicol e E) triglicérides de acido caprico/caprilico.
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As micelas, sdo chamadas de sistemas autoestruturados ou self-
assemblies, sao particulas coloidais esféricas com um nucleo hidrofébico e o
exterior hidrofilico, podendo ser caracterizadas como estruturas de copolimeros
em bloco montadas sobre um nucleo contendo o farmaco (BAWARSKI et al.,

2008; MISHRA; PATEL; TIWARI, 2010).

- Matriz
Polimérica

Bloco

Hidrofébico Cavidade .

(aguosa ou oleosa)

Bioco ..

Hidrofilico Membrana.... %

Polimérica

Micela Nanoestruturda Nanoesfera Nanocapsula

Figura 3. llustracdo de nanoestruturas na forma de micela, nanoesfera e
nanocapsula, conforme indicado. Fonte: Arquivo pessoal, adaptado de (NAMBAM,;
PHILIP, 2012; STANISCUASKI et al., 2003).

Existem varios métodos empregados para a preparagao de nanoestruturas
poliméricas, os quais podem ser de uma forma geral, baseados na polimerizagao
in situ de mondémeros dispersos, ou na precipitacdo de polimeros pré-formados
(ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008; NAMBAM; PHILIP, 2012).
Independentemente do método de preparacao as estruturas sao dispersas para
obtencdo de suspensdes coloidais aquosas. Entretanto, durante o tempo de
armazenamento pode ocorrer a agregacao das particulas no meio, resultando na
formacao de precipitados. Além disso, podem ocorrer problemas de estabilidade
quimica do polimero ou das demais matérias-primas, incluindo o farmaco

(SANCHEZ et al., 2003; ZHOU et al., 2008).
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Algumas caracteristicas das dispersdes causam dificuldades técnicas com
relacdo a estabilidade fisico-quimica, principalmente quando estdo interagindo
com uma molécula ativa. Quando se desenvolve estes sistemas € necessario
avaliar o tamanho médio de particula, distribuicdo de massa molecular, o
potencial zeta, o pH, a interagdo polimero-moléculas ativas, a concentracdo do
farmaco nas particulas e a estabilidade do coloide durante um periodo de tempo
adequado (SOLER; PATERNO, 2015; STANISCUASKI et al., 2003).

Micelas poliméricas a base de copolimeros tém sido investigadas para a
veiculagdo de farmacos, tais como anti inflamatérios, analgésicos, anestésicos
locais e proteinas (YAPAR; INAL, 2012). Os copolimeros em solugdo podem
formar micelas de tamanho nanométrico, dependendo da temperatura e da
concentragao micelar critica (SARAF et al., 2013). Por exemplo, os poloxameros
(Pluronics) sao tensoativos ndo-ibnicos que tém sido muito empregados na forma
de micelas nanométricas (BASAK; BANDYOPADHYAY, 2013). O Pluronic F127, é
um tipo de copolimero ftribloco do tipo ABA que consiste em unidades de
Poli(6xido de etileno) - PEO (A = 70%) e unidades de Poli(6xido de propileno)

PPO (B = 30%) que apresenta baixa toxicidade (Figura 4).

CH,
o) o)
H o OH
101 56 01

Figura 4. Estrutura molecular do copolimero Pluronic F-127.




32

As propriedades deste polimero dependem da temperatura, e podem ser
exploradas para o desenvolvimento de novos sistemas de veiculagao de farmacos

(NAMBAM; PHILIP, 2012; YAPAR; INAL, 2012).

1.1.2 Interferon gamma (IFN-y)

Os interferons sao citocinas que possuem papel fundamental em
mecanismos de protegcdo contra virus, microorganismos e na regulagao celular.
Atuam como antivirais, estdo envolvidos em efeitos imunomoduladores, e
apresentam participacdo na citotoxicidade e no controle do crescimento celular
(DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006; FARRAR; SCHREIBER, 1993). Os IFNs
séo classificados como: os de tipo | incluem o alfa e o beta, o de tipo Il mais
conhecido é IFN-y e os de tipo lll, sdo os IL-29, IL-28A e B.

O IFN-y, ou fator de ativagcdo de macrofagos, € uma citocina proé-
inflamatoéria crucial na resisténcia a infecgdes, que esta envolvida com: (i) os
mecanismos de defesa; (ii)) o estabelecimento de processos inflamatorios e
autoimunidade; (iii) o controle da atividade de fagdcitos, bactericidas e tumoricidas
em monaocitos/macrofagos; (iv) a expressao de antigenos de histocompatibilidade
(MHC) classe IlI; (v) a producdo de mediadores derivados de macréfagos tais
como o TNF-alfa, IL-1, IL-12 e 6xido nitrico, e (vi) a regulagdo negativa da sintese
de mediadores antiinflamatoérios tais como a IL-10 (HONORIO-FRAN(;A et al.,
2013; SANCHEZ-MUNOZ, 2008).

O IFN-y é produzido principalmente por células T helper ativadas e células
NK, e possui receptores em quase todas as células, nas quais € capaz de ativar

diversas respostas imunoldgicas. Nos tecidos, seus alvos sdo as células nao
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infectadas, macrofagos, células B em proliferacdo e as células T CDA4+.
Considera-se que esta citocina regule a expressao de diversos genes
relacionados com a producédo de proteinas envolvidas na criagdo de barreiras
efetivas contra os patogenos (WILLIAMS; JURKOVICH; MAIER, 1993). Em
adigdo, sabe-se que o IFN-y é o principal ativador de macréfagos, o que acentua
sua acao microbicida mediante a estimulacdo da sintese de intermediarios
reativos de oxigénio e do oOxido nitrico como mecanismo de destruicdo de
patogenos (FARRAR; SCHREIBER, 1993). Neste estudo, o IFN-y foi incorporado
a nanosistemas.

O IFN-y € uma molécula de 17 kD que, na sua forma bioativa existe como
um homodimero firmemente associado por numerosas interagdes, principalmente
hidrofébicos inter helicoidais. O IFN-y possui um ponto isoelétrico ~ 10, nao
contém ligacdes dissulfeto, e tem um residuo de triptofano na posi¢cao 36 (Figura
5). Além disso, o IFN-y humano é uma proteina a-helicoidal contendo seis hélices

e nenhuma estrutura B-folha (VAN SLOOTEN et al., 2000).

Figura 5. Esquema da estrutura cristalina do IFN-y.
Adaptado de: https://arginine.chem.cornell.edu/Structures/IFNcomplex.html.
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1.2 Justificativa

As dispersdes coloidais se mostram promissoras para a preparagao de
nanosistemas ndo toxicos com potenciais aplicagdes bioldgicas. A utilizagao
dessas dispersdes como sistemas de transporte de farmacos e, ao mesmo tempo,
como adjuvantes na promogdo da imunomodulagédo, representam uma nova
alternativa para os tratamentos imunolégicos de processos inflamatdrios, alergias,
infeccbes, cancer e outras doengas (CHRISTIAN; HUNTER, 2013; SMITH,;
SIMON; BAKER, 2013).

A imunomodulacdo € um procedimento que interfere nas fungdes do
organismo, estimulando ou inibindo o sistema imunolégico, e tem sido alvo de
investigacbes visando diferentes terapias. Dentre os agentes imunomodulares
que podem influenciar a imunidade inata e adaptativa, destaca-se o IFN-y que tem
sido empregado como agente imunoterapico. Por exemplo, trabalhos
desenvolvidos mostraram que a liberagdo de citocinas inflamatorias com IFN-y
pode ocorrer em reacdes cutdneas como vasculites e exantemas, requerendo,
portanto, maior investigagcdo para que sua aplicagdo seja viabilizada (BILLIAU;
MATTHYS, 2009).

O grupo de pesquisa do qual participo, realizou pesquisas cujos resultados
mostraram que o IFN-y em doses na faixa de 100 ng.mL™, quando administrado
diluido em solucdo tampédo, estimulou a atividade funcional de células
mononucleares quando incubadas com bactérias (FAGUNDES et al., 2013), e,
mais recente, para o caso de protozoarios (MORAES et al., 2015).

Neste estudo, o IFN-y sera veiculado por meio de nanocarreadores,

formados por sistemas coloidais, tais como nanoemulsdes e micelas poliméricas
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de pluronic F127. Os nanosistemas incorporados com IFN-y tém potencial para
reduzir os efeitos adversos e a dose administrada, quando comparados a
administragdo convencional; modular as células sanguineas e promover uma
imunomodulagdo mais eficaz para o tratamento de doencas infecciosas e
cancerigenas, quando comparado com a aplicagcdo de sistemas em escala

macroscopica.

1.3 Objetivos

Geral: Preparacdo e caracterizacdo de diferentes sistemas coloidais
formados por nanoemulsdes ou micelas nanoestruturadas para veiculagéo de

Interferon gamma visando sua utilizagdo como agente imunomodulador.

Especificos:

(i) Desenvolvimento de dois tipos de nanoemulsbes, sendo a primeira a
base de agua destilada, triglicérides de acido caprico-caprilico, oletado de
sorbitano, polisorbato 80 e propilenoglicol, enquanto que no procedimento
empregado para a segunda NE, o 1-butanol substitui o propilenoglicol empregado
na primeira;

(i) Selegdo de nanoemulsbes estaveis por meio de diagramas
pseudoternarios;

(iii) Preparagao de dispersdes coloidais do copolimero Pluronic F127 na
forma de micelas nanoestruturadas;

(iv) Caracterizagao fisico-quimica das dispersdes coloidais formadas pelos
dois tipos de nanoemulsdes e de micelas nanoestruturadas sintetizadas;

(v) Incorporacéo do IFN-y em cada um dos sistemas coloidais preparados;
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(vi) Estudo da estabilidade das nanoemulsdes e micelas nanoestruturadas,
com ou sem a incorporagao de IFN-y;

(vii) Avaliagédo da viabilidade celular relativa aos sistemas desenvolvidos;

(viii) Avaliagdo da modulagao da atividade funcional de fagécitos do sangue
periférico humano por meio dos sistemas de nanoemulsdes ou de micelas
nanoparticuladas contendo IFN-y;

(ix) Avaliacdo da atividade funcional de células de cancer de mama
humano por meio dos sistemas de nanoemulsdes ou de micelas nanoparticuladas
contendo IFN-y;

(x) Avaliacdo da atividade funcional dos fagécitos sanguineos em células
tumorais quando incubados com os sistemas nanoestruturados contendo IFN-y

desenvolvidos;

Para atingir os objetivos propostos foram realizados os experimentos
delineados no esquema apresentado na Figura 6.

Este trabalho esta organizado da seguinte forma: o Capitulo 2 discute as
técnicas de caracterizagcao; o Capitulo 3 apresenta os procedimentos utilizados no
desenvolvimento dos nanocarreadores; o Capitulo 4 mostra os detalhes dos
procedimentos experimentais relacionados a sintese dos sistemas, enquanto os
relativos aos ensaios biologicos estdo no Capitulo 5; os resultados e as
discussdes sao apresentados nos Capitulos 6 a 10, e no Capitulo 11, as
conclusdes e as perspectivas. Em anexo o trabalho publicado sobre parte dos

resultados obtidos.
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Delineamento
Experimental

Micela
Nanoestruturada
(PF-127)

Estudo c tor] -
Estabilidade araclerizagao

Preparagéao das
Culturas de

Nanoemulsées
(NEP e NEB)

Preparagéo das

Obtengao de

Culturas de fagécitos do sangue . )
Escherichia coli periférico células tumorais
Enteropatogénica MN MCF-7

N

Preparagéo e Preparagaoe

Avaliacdo da

Liberacdo de incubagéo das incubagaodas
b ¢a0 de Células MN + Células
anion superoxido Bactérias + MN + MCF-7 +

Nanocestruturas Nanoestruturas

Avaliagao da Avaliacéo da Avaliagdo a Avaliagdo da
atividade atividade liberagdo de Viabilidade
Fagocitica Bactericida Calcio Intracelular Celular

Figura 6. Esquema dos experimentos que foram realizados.
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CAPITULO 2



2 TECNICAS DE CARACTERIZAGAO

O desenvolvimento de dispersoes coloidais estaveis requer a determinagao

dos parametros fisicos para o monitoramento da qualidade dos sistemas que

estdo sendo preparados. Neste trabalho, os parametros fisico-quimicos dos

sistemas coloidais foram obtidos visando adequa-los para veicularem o IFN-y.

Dentre as técnicas que foram utilizadas neste trabalho, estdo a de reologia, o

espalhamento dindmico de luz (EDL), e a dosagem via ciometria de fluxo, que

serdo descritas a seguir e estdo ilustradas na Figura 7.

Caracterizagdo
NEs ou Dispersoes Formulacoes
Pré-selecionadas Selecionadas Dosagem do INF-y
S ou =
NEsou ™, @ ® ® ® Formulagio
Dispersoes.
Caracterizagdo Caracterizagdo
Reoldgica, EDL e Reoldgica, EDL e
potencial C potencial

Reoldgica
Curva de Fluxo
Curva de Viscosidade

Viscosidade em Fungdo da Temperatura

Espalhamento dindmico de luz (EDL) e Potencial zeta( )
(Mobilidade Eletroforética)

Didmetro hidrodindmico

Indice de polidispersividade

Citometria de Fluxo
Dosagem do INF-y

Comportamento do médulos G', G e dngulo de defasagem em fun¢do da frequéncia

Figura 7. llustragdo das técnicas e das etapas empregadas para caracterizagéo

das NEs e MNPs desenvolvidas. (Fonte: Arquivo pessoal).
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2.1 Reologia

A reologia estuda o comportamento deformacional e o fluxo de matéria de
um determinado corpo sob influéncia de uma tensao, em determinadas condi¢des
termodinamicas, e ao longo de um intervalo de tempo (SCHRAMM, 2000). A
reologia tem sido um dos métodos aplicados para caracterizagdo de sistemas
micro e nano estruturados, pois o comportamento de um fluido esta diretamente
relacionado com o tipo e o grau de organizagao do sistema (PESSOA et al., 2014,
RIBEIRO et al., 2015). Os ensaios reologicos permitem o estudo das
propriedades de escoamento e deformacado de um corpo, este por sua vez pode
ser liquido, solido ou um gas. A maioria dos liquidos apresenta um
comportamento reolégico com perfil de fluxo intermediario entre os liquidos e os
sélidos, podendo ser denominados de viscoeslasticos (ANSEL; POPOVICH,;
ALLEN JR, 2007).

A viscosidade é a propriedade fisica de um liquido apresentar resisténcia
ao fluxo induzido pelo cisalhamento (SCHRAMM, 2000). Quanto maior for a
viscosidade, menor sera a velocidade com que o fluido se movimenta (MARTIN;

SINKO; SINGH, 2011). Newton descreveu o comportamento de fluxo de um

liquido ideal, com base na viscosidade (1), na tensao de cisalhamento (7) e na

taxa (y) de cisalhamento (SCHRAMM, 2000), por meio da equagdo: T = 1.y .

A dependéncia da tensdo de cisalhamento com a taxa de cisalhamento tipica, que

define o comportamento de fluxo de um liquido e a curva da viscosidade
7 correspondente, sdo dadas em fung&o da taxa de cisalhamento.

O fluxo Newtoniano apresenta uma viscosidade constante, independente

da forgca aplicada para uma dada temperatura. Quando o comportamento de um
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liquido ideal, em determinadas condi¢des de tensdo ou taxa de cisalhamento é
linear ele €& denominado fluido Newtonianos (RIBEIRO et al., 2015;
SUBRAMANIAN et al., 2005). Sistemas nanométricos emulsionados geralmente
apresentam comportamento de fluidos Newtonianos e sua viscosidade é
comparada a de liquidos ideais, até mesmo em elevadas concentragdes de
goticulas, provavelmente devido a coalescéncia reversivel (MAHDI et al., 2011).

A correlagao entre tensdo de cisalhamento e taxa de cisalhamento que

define um fluido Newtoniano é mostrada na Figura 8, enquanto a curva de

viscosidade 7 correspondente pode ser observada na Figura 8B.

(A) (B)

T)

Viscosidade (n)

a

Tenséo de Cisalhamento (

Taxa de Cisalhamento (7) Taxa de Cisalhamento (v)

Figura 8. Curva de fluxo (A) e de viscosidade (B) de um liquido Newtoniano.
Fonte: Arquivo pessoal, adaptado de (SCHRAMM, 2000).

Os fluidos que néo apresentam linearidade de fluxo, nao-Newtonianos, se
caracterizam por apresentar alteragdes da viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento, e se subdividem em trés categorias: liquido pseudoplastico, liquido
dilatante e liquido plastico (de Bingham) ou pseudoplastico com limite de

escoamento (MARTIN; SINKO; SINGH, 2011; SCHRAMM, 2000).



Os liquidos

viscosidade quando a taxa de cisalhamento aumenta. Por outro lado os liquidos
dilatantes sao fluidos nos quais a viscosidade aumenta com a taxa de
cisalhamento (SCHRAMM, 2000). Os liquidos plasticos se comportam como um
solido em condi¢des estaticas ou de repouso e apds aplicagdo de uma certa

tensao de deformacado comecam a fluir, e a partir deste ponto podem apresentar

pseudoplasticos

comportamento newtoniano, pseudoplastico ou dilatante.

SINGH, 2011; SCHRAMM, 2000). Os perfis das curvas de fluxo e viscosidade de

fluidos nao-Newtonianos podem ser observados na Figura 9.

Tens&o de Cisalhamento ~ 1)

Viscosidade( 1)

Plastico de Bingham

Pseudoplastico

Dilatante

Taxa de Cisalhamento ( v)

o
—

Taxa de Cisalhamento ( y)

Figura 9. Exemplos de curvas de fluxos de liquidos Nao-Newtonianos. As curvas
em preto se referem a plastico de Bingham; em azul a pseudoplastico e em
vermleho a dilatante. Fonte: Arquivo pessoal, adaptado de (SCHRAMM, 2000).

apresentam diminuicdo drastica da

(MARTIN; SINKO;
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Quando o sistema apresenta comportamento com caracteristicas de sélido
apo6s o aumento da deformacdo, a estrutura destes sistemas viscoelasticos
complexos pode ser obtida por meio de analises reoldgicas a partir da aplicagao
de um teste de solicitagcdo oscilatéria. Neste tipo de ensaio, a tensdo de
cisalhamento varia como uma frequéncia senoidal e a relacéo entre a tensao de
cisalhamento aplicada e a deformacéao resultante fornece informagdes sobre os
tipos de resposta (elastica ou viscosa) do sistema. A partir da razao destas duas
grandezas, obtém-se o moddulo elastico complexo G*, dado por (SCHRAMM,

2000).
G*=G /1G” (1)
Onde G’ é o moédulo de armazenagem, 1 = V-1 (nivelamento numérico

Gaussiano) e G”” é o médulo de perda.

No ensaio oscilatério de corte impde-se uma deformagdo periddica

sinusoidal de baixa amplitude (Y,), dada por:

v(t) =y senwt 2)

Onde Y e a deformacéo, Y, € a amplitude da deformacéo, senm corresponde a

uma velocdade angular e 7 € o tempo.

E observa-se a resposta em fung¢ao da tensao de cisalhamento:
1(f) = 1,5en(®t+0) (3)

Onde T é a tensdo, T, € a amplitude da tens&o, sen® corresponde a uma

velocdade angular, ¢ é o tempo e 0 o angulo de fase.
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Quando se considera que as componentes da tenséo estdo defasadas de
90° ou em fase, em relagao a deformacao imposta, definem-se duas quantidades
proporcionais a viscosidade e a elasticidade dos fluidos, respectivamente. Assim,

o modulo de elasticidade (G’):
G’ =1,/y.coso (4)

Onde G’ é o modulo de armazenagem, T, ¢ a amplitude da tens&o e 7y, é a

amplitude da deformacéo e coso corresponde ao angulo de fase.

Se refere a energia de deformagdo armazenada reversivelmente, enquanto
que o mddulo de viscosidade (G”):
29
G” =1, /y_seno (5)

Onde G” é o médulo de perda, T, € a amplitude da tens&o e 7y, € a amplitude da

deformacao e seno corresponde ao angulo de fase.

Representa a energia cedida irreversivelemente pela amostra de fluido ao

exterior, constituindo assim uma caracteristica do comportamento viscoso.

O fator de perda fano é definido como o quociente entre os dois modulos:

tano =G/ G’ (6)
Onde G” é o médulo de perda € G’ é o médulo de armazenagem.

Em resumo, a componente real do moédulo elastico, G’, € denominada de
modulo de armazenagem, porque representa a energia armazenada durante a
deformacéo, enquanto a parte imaginaria do médulo, G”, se refere ao elemento
viscoso que ndo pode armazenar energia, porque a tensédo aplicada é dissipada

na forma de deformacédo irreversivel (OSTERHOLD, 2000; SHAHRIVAR;
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VICENTE, 2014). Portanto é possivel avaliar a evolugao temporal dos médulos de
armazenagem (G’) e perda (G”) em funcdo da freqliéncia da tensdao de
cisalhamento. Quando se observa a auséncia do termo G’ e a predominancia de
G” as amostras comportam-se praticamente como um sistema liquido viscoso.
Esse comportamento é caracteristico de solugdes liquidas uma vez que G’ e G”
apresentam uma dependéncia linear com a frequéncia. Por outro lado, quando G’
esta presente, mas com valores bem inferiores a G”, a amostra comporta-se
como um liquido essencialmente viscoso constituido de uma rede fracamente
estruturada apresentando propriedades viscoelasticas (SCHRAMM, 2000;
SHAHRIVAR; VICENTE, 2014). Quando o numero de interagbes elasticas
aumenta, fazendo com que os valores de G’ sejam maiores do que os de G”, o
sistema caracteriza-se como solido com caracteristica predominantemente
elastica (FORMARIZ et al., 2006). E dificil quantificar a viscosidade e a
elasticidade a baixas frequéncias e determinar o comportamento reolégico destas
formulagbes. Porém, a analise do angulo de defasagem, (tan) dado pela razao
entre G’ e G, possibilita quantificar a viscoelasticidade do sistema
(OSTERHOLD, 2000). Quando tan é maior que 1, tem-se G”> G’ e o material tem
um comportamento semelhante a um liquido viscoso e quandotan <1, G’ <G’ e
o comportamento € de um solido elastico (XU; KOELLING, 2005).

Neste trabalho todos os sistemas foram avaliados quanto aos parametros
de fluxo, area de histerese e viscosidade a temperatura de 25°C ou em fungao da
temperatura. As dispersdes coloidais que apresentaram caracteristicas elasticas
elevadas foram avaliadas quanto a viscoelasticidade em fung¢do da frequéncia.
Estas analises foram realizadas empregando-se o equipamento Modular Compact

Rheometer - MCR 102 (Anton Paar®).
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2.2 Espalhamento dinamico de luz (EDL)

A técnica de espalhamento dinéamico de luz, do inglés Dynamic light
scattering (DLS), leva em conta o movimento browniano dos aglomerados e o
relaciona com o tamanho dos mesmos, visto que os agregados sob incidéncia de
luz sdo sistemas que possuem movimentos de rotacao, translacao e vibragcao. A
luz espalhada no detector encontra-se em constante mudanga, variando com o
tempo (AGIMELEN et al., 2015).

No procedimento experimental de espalhamento de luz, um feixe de luz
monocromatico incide na amostra sendo espalhada em varias diregcbes, um
detector ira coletar a luz espalhada em um angulo 6, considerando como
referéncia o feixe incidente (WASHINHGTON, 1992). A técnica permite obter o
didmetro hidrodinadmico (Dy) dos agregados que compdem o coloide, o qual leva
em conta a presenca da cobertura na sua superficie, bem como a interacao desta
com o meio. As medidas foram obtidas empregando-se o equipamento Zetasizer
Nano Z90 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido), com excitacdo em

632.8 nm.

2.3 Potencial Zeta

O potencial zeta (C) representa o potencial no plano de cisalhamento
resultante da interagdo das cargas das micro ou nanoparticulas com as do meio.
A carga superficial das particulas gera uma bicamada elétrica devido a
distribuicdo dos contra-ions ao redor da particula. Esta bicamada € modelada
considerando-se duas partes: a interna onde os contra-ions encontram-se

fortemente ligados as particulas e a externa onde ocorre uma difusdo dos
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mesmos. Com o movimento dessas particulas, os contra-ions da camada interna
se deslocam juntamente com a particula, entretanto o0 mesmo deslocamento nao
ocorre com as cargas da camada difusa. O potencial { € a medida do potencial
que existe entre as duas partes da bicamada (HONARY; ZAHIR, 2013).

A determinagao do potencial { é feita através dos efeitos eletrocinéticos
provocados pela interagao entre a carga superficial das particulas e um campo
elétrico aplicado ao meio, da mesma forma que acontece na eletroforese onde, as
particulas com carga tendem a se mover em direcédo ao eletrodo de carga oposta,
entretanto, as forgas viscosas do meio se opdéem a esse movimento. Quando o
equilibrio entre essas forgas € atingido, a velocidade das particulas é constante.
Esta velocidade é chamada de mobilidade eletroforética (UE) e é relacionada com
o potencial { conforme a equagéo de Henry (EHLERS; HEINAMAKI; YLIRUUSI,
2012). O potencial ¢, reflete a estabilidade de um coloide, e para que este seja
considerado estavel, o valor absoluto do potencial { deve ser maior ou igual a 30
mV (PERCORA, 1985). Esta medida foi realizada no mesmo equipamento

empregado para a técnica EDL.

2.4 Citometria de Fluxo

O citbmetro de fluxo € muito empregado como ferramenta de analise
laboratorial de células sanguineas e vegetais, culturas microbianas (TIDWELL et
al.,, 2015), e também para a dosagem de proteinas (SIMARD; CLOUTIER;
NERON, 2014), avaliacdo de particulas (SCHERER et al., 2011), bem como
outras aplicagdes. O aparelho € constituido basicamente por 5 elementos: fonte

de radiacdo que pode ser uma lampada de mercurio ou laser, uma camara de
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fluxo, filtros Opticos para selecdo de um intervalo de comprimento de onda
especifico, fotomultiplicadores para a deteccdo sensivel e unidade de
processamento dos sinais (SILVA et al., 2004).

A suspensao celular a ser analisada € injetada e atravessa uma camara
onde ocorre a passagem célula por célula. A passagem individual das células é
obtida a partir do fluxo hidrodindmico da amostra, sendo esta injetada juntamente
com a solucdo salina que também atravessa a camara. As modificagdes ocorridas
no feixe de luz devido a presenga das células s&o entdo detectadas por sensores,
dessa forma a luz dispersa frontalmente é coletada por um sistema 6ptico que
identifica as células pelo seu tamanho e granularidade interna (SILVA et al., 2004;
SIMARD; CLOUTIER; NERON, 2014). A figura 10 apresenta um esquema do
funcionamento do citdbmetro de fluxo e sistema de leitura.

Quando a luz é dispersa lateralmente avalia-se a fluorescéncia. Neste
caso, emprega-se os fluorocromos, que sao marcadores de antigenos que
absorvem a luz e a emitem num comprimento de onda maior e especifico para
cada antigeno, sendo assim cada fluorocromo possui um padrao espectral de
absorcdo e emissao distinto, de tal maneira que até trés cores de luz podem ser
opticamente separadas por filtros seletivos encontrados no interior dos citdmetros
(BERTHO; SANTIAGO; COUTINHO, 2000). Em adigao, a emissao de luz gerada
pelas células e anticorpos monoclonais associadas aos fluorocromos atingem
detectores especificos e sdo convertidos em impulsos elétricos. Estes impulsos
sao convertidos em sinais digitais que fornecem resultados em diferentes formas
para analise tais como histogramas, dot-plot, tabelas, entre outros (SILVA et al.,

2004; SIMARD; CLOUTIER; NERON, 2014; TIDWELL et al., 2015).
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A aquisicao e analise dos dados foram realizadas no Citdbmetro de Fluxo

FACSCalibur (BD, San Jose, USA).
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Figura 10. llustracdo dos componentes do citdmetro de fluxo e do sistema de
leitura. Fonte: http://gic.casaccia.enea.it/images/Citometro.jpg.
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CAPITULO 3
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3 SINTESE DOS NANOCARREADORES

Neste capitulos estdo descritos os procedimentos experimentais
empregados na sintese dos nanocarreados, iniciando com a preparagdo dos
sistemas nanoemulsionados, e em seguida a sintese das dispersdes coloidais

formadas por micelas de pluronic, e a incorporagéo do interferon gamma.

3.1 Materiais

As formulagdes foram preparadas com agua destilada, e os reagentes
triglicérides de acido caprico/caprilico - Polymol 812°, EHL= 10,8 (Henrifarma®),
Oletado de sorbitano - Span 80°® (SP), EHL = 4,3 (Sigma®), Polissorbato 80 -
Tween 80°® (TW) - EHL = 15,0 (Sigma®) e Propilenoglicol (Henrifarma®) ou 1-
butanol (Vetec®), copolimero Pluronic F127 (Sigma®), e o Interferon Gamma

Humano (Sigma®), foram utilizados sem modificagdes.

3.2 Preparacgao dos sistemas nanoemulsionados

Os sistemas nanoemulsionados foram desenvolvidos por meio da técnica
de ultra homogeneizacdo (DONSI et al., 2012) com algumas adaptagdes,
utilizando-se o equipamento Ultra-Turax (IKA®). A avaliacdo das propor¢des dos
componentes da formulagdo foi realizada por meio da constru¢gdo de diagramas
pseudoternarios (CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA, 2014). Dois sistemas NEs
foram desenvolvidos empregando-se os co-tensoativos, propilenoglicol (P) ou 1-

butanol (B).
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A concentragdao adequada dos tensoativos para o desenvolvimento dos
sistemas NEs foi determinada por meio do estudo do equilibrio hidréfilo lipéfico
(EHL) requerido pela fase oleosa, que no caso € o ftriglicérides de acido
caprico/caprilico - Polymol 812° (EHL igual a 10,8), com o objetivo de obter
sistemas de tensoativos com valores de EHL iguais ao da fase oleosa, o que
resulta numa maior estabilidade da emulsdo. Os co-tensoativos foram
empregados na razao de 10 % (m/m) da fase de tensoativo (RIBEIRO et al.,
2015), valor este, empregado para a construgéo dos diagramas.

As proporcdes dos componentes das amostras foram definidas por meio da
construgdo de diagramas pseudoternarios utilizando-se o programa SigmaPlot
8.0, nos quais o vértice superior representa 100 % (m/m) da mistura
tensoativo/co-tensoativos, o inferior direito 100 % (m/m) de fase oleosa e o inferior
esquerdo 100 % (m/m) de fase aquosa.

Para o desenvolvimento dos sistemas nanoemulsionados foram utilizadas
quantidades pré-estabelecidas dos componentes, onde a concentragao de cada
fase tensoativa, oleosa e aquosa, respectivamente, variou de 10 a 80 % (m/m),
conforme o diagrama de pontos pré-determinados, onde cada ponto representa
uma mistura preparada (Figura 11). Em seguida, cada uma das misturas, formada
por tensoativos, 6leo e agua, foi submetida ao processo de ultra homogeneizagao
gradual partindo de 5.000 rpm.mim™" até o maximo de 24.000 rpm.mim™,
resultando em 36 amostras preparadas para cada um dos sistemas
desenvolvidos.

Em uma primeira etapa, cada um dos lotes com 36 amostras foi
classificado visualmente, apds permanecer 72 h armazenado a 25°C e as

amostras correspondentes a cada um dos pontos rotuladas como nanoemulsao
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(NE) no caso dos sistemas translucidos, emulsao gel (EG), emulsao liquida (EL)
os sistemas opacos dependendo da consisténcia, e como separagao de fases
(SF) os heterogéneos, de forma a confeccionar o diagrama de classificagdo dos
pontos (Figura 11). Em seguida, amostras foram preparadas para realizagéo das
titulagdes aquosas de razbes de massa de mistura de tensoativos/fase oleosa de
1:9 até 9:1 (m/m) sob agitacao, com o objetivo de se obter as regides delimitantes
no diagrama, o que permitiu determinar as areas das diferentes regides e a
estabilidade. A titulagdo foi realizada com acréscimos de agua destilada em
quantidades de 0,05 mL a 0,1 mL até a separagao de fases, sendo que durante o
processo as misturas passaram por agitacdo mecanica e manual. Apds a
homogeneizagédo de cada volume do titulante as formulagdes foram classificadas
visualmente, seguindo o critério mencionado. Posteriormente foram selecionadas
no diagrama de regibes (Figura 11), as formulacbes com caracteristicas
translucidas. A ilustragéo do sistema preparado O/A, bem como a imagem de uma
de NE selecionada se encontram na parte inferior da mesma figura.

A partir da obtencdo dos respectivos diagramas pseudoternarios, foi
possivel delimitar as regides de dominios e determinar a concentragdo dos
componentes dos sistemas que se enquadram na regido corresponde a de NE.
Nesta regidao foram pré-selecionados pontos distribuidos em retas que cortam
todo seguimento da regido translucida, de forma a selecionar amostras
representativas desta regido, as quais apresentam sistemas com caracteristica de
NEs. As formulagdes selecionadas foram empregadas para preparar as amostras

com adigao de interferon e posterior caracterizagao.
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Figura 11. llustracdo do processo da sintese das NEs por meio do método de
ultrahomogeneizagao e definigdo das proporgdes dos componentes empregando
diagramas pseudoternarios. Cada ponto se refere a uma amostra preparada. A
ilustracdo do sistema preparado O/A, bem como a imagem de uma de NE
selecionada se encontram na parte inferior da Figura. (Fonte: Arquivo pessoal).
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3.3 Preparacgao dos sistemas coloidais com micelas nanoestruturadas

Os sistemas coloidais contendo as micelas poliméricas foram formulados
com o uso de tampéao fosfato 7,4 (PBS) e do copolimero Pluronic F127 (F127) nas
concentracdes de 10 mg.mL™", 50 mg.mL™ e 250 mg.mL™", cujas amostras foram
denominadas F127-10, F127-50 e F127-250, respectivamente. As solugdes foram
preparadas e mantidas overnight a 5°C para completa homogeneizagao (Figura

12).

PBS + F12 @

5o Nanoestruturado
© ::o: °e Overnight
JR— e —
oINS | | <2 N ~

Figura 12. llustracdo do processo da sintese das MNPs por meio do método auto
estruturante. A imagem da direita se refere a uma das amostras preparadas.
(Fonte: Arquivo pessoal).

3.4 Preparacgao dos sistemas com a incorporagao de IFN-y

A solucdo aquosa de IFN-y foi adicionada em volume equivalente da fase
aquosa durante a preparacdo das nanoemulsdes e das micelas coloidais, sob
agitacdo, adicionando-se em seguida as fases de tensoativo e oleosa ou F127,
respectivamente. Cada sistema foi formulado de forma a obter uma dispersao

final com concentragdo de IFN-y da ordem de 100 ng.mL™".
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As formulagbes NEs apds a incorporagao do IFN-y foram denominadas
NEPIFN-y, para as que contém propilenoglicol e NEBIFN-y para as de 1-butanol.
As MNPs de Pluronic, apés a incorporagao do IFN-y foram denominadas F127-
10IFN-y, F127-50IFN-y e F127-250IFN-y, em fungdo da concentragdo de F127
empregada.

Neste estudo foram preparadas em média dez amostras de cada
formulacdo dos dois lotes de NEs, sendo que, no caso dos dois sistemas de
nanoemulsées (NEP e NEB) com ou sem a incorporagao de IFN-y; as amostras
foram rotuladas de 1 a 9NEP e 1 a O9NEPIFN-y; e 1 a 13NEB e 1 a 13NEBIFN-y,
respectivamente. No total foram produzidas cerca de 160 e 230 amostras relativas
aos sistemas NEP e NEB, respectivamente. No caso dos carreadores formados
por micelas de F127, (MNPs) também foram preparadas 9 amostras, para cada
uma das trés concentragdes do copolimero, bem como as correspondentes apos
a incorporagéo de IFN-y (F127-10, F127-50, F127-250, F127-10IFN-y, F127-

50IFN-y e F127-2501FN-y) totalizando cerca de 50 amostras.
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CAPITULO 4
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS EMPREGADOS NA
CARACTERIZACAO E CONTROLE DE QUALIDADE DOS MATERIAIS
SINTETIZADOS

A preparacado de sistemas nanoestruturados coloidais para veiculagao de
farmacos requer que eles, além das caracteristicas necessarias para ancorar o
farmaco, apresentem estabilidade por certo periodo de tempo. Neste capitulo, séo
introduzidas as técnicas e procedimentos que foram utilizados para o
desenvolvimento dos sistemas coloidais formados por nanoemulsdes e micelas
nanoparticuladas, bem como as etapas do procedimento nas quais as técnicas de
caracterizacao foram utilizadas como ferramenta para otimizacdo do preparo e o

estudo da estabilidade.

4.1 Caracterizagoes Reolégica

As curvas de fluxo e viscosidade foram obtidas com os parametros

estabelecidos variando-se a tensao de cisalhamento (1) de 0 a 5 Pa para a curva

ascendente e de 5 a 0 Pa para a curva descendente. Estes ensaios foram
realizados em condig¢des isotérmicas a 25°C, com 75 leituras por analise.

A partir dos dados da curva de fluxo, tens&do de cisalhamento em fungéo da
taxa de cisalhamento, de cada amostra é possivel determinar a area de histerese,
que representa os niveis de diferenca entre a curva ascendente e a descendente
do reograma. Valores obtidos para a area de histerese entre 0 e + 1 Pa.s indicam
fluxo newtoniano, enquanto que valores menores do que -1 Pa.s indicam fluxo
nao-newtoniano com tixotropia do tipo reopéxico e valores maiores que +1 Pa.s

indicam fluxo ndo-newtoniano com tixotropia do tipo pseudoplastico.
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O comportamento da viscosidade em fungao da temperatura foi obtido com
0s parametros estabelecidos, para o valor da tensédo de cisalhamento (t) igual a 1

Pa, variando-se a temperatura de 5 + 0,1 a 45 + 0,1°C, com taxa de aquecimento
de 1°C.min". Os dados foram registrados a cada 1,0 £ 0,1°C totalizando 41
leituras por analise.

Os ensaios de viscoelasticidade em funcdo da frequéncia da tensido de

cisalhamento (1) foram realizados com uma amplitude de tensao oscilatoria igual

a 0,5 Pa, variando-se a frequéncia na faixa de 100 a 0.1Hz.

Os experimentos foram realizados depositando-se 600 yL das formulacbes
sobre a superficie da placa de leitura. As leituras foram realizadas com controle
permanente do gap de medida com suporte TruGap™ em 0,099 mm, célula de
medida Toolmaster™ CP 50 e controle da temperatura com recurso T-Ready™,
utilizando-se o Software Rheoplus V3.61. Os dados obtidos foram tratados
empregando o mesmo Software e as linhas internas dos graficos sdo apenas

linhas guias para facilitar a visualizagao.

4.2 Caracterizagao por espalhamento dinamico de luz

As analises EDL das suspensdes coloidais das formulagdes preparadas
forneceram os dados do didmetro hidrodinamico do sélido disperso, e o indice de
polidispersividade. As nanoemulsdes foram preparadas a partir de uma diluicdo
10:1000 da formulagdo em agua destilada, enquanto a dispersao coloidal micelar
foi utilizada sem diluicdes, sempre utilizando agua destilada como referéncia. As

mesmas amostras foram utilizadas para obter os dados de potencial zeta.
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4.3 Controles de qualidade e caracterizagoes fisico-quimicas

Com a obtencado de parametros fisico-quimicos foi possivel testar a
adequacao dos sistemas formulados, e realizar a caracterizacdo dos mesmos. Os
resultados para os parametros de qualidade das formulagdes foram obtidos 24 h
apo6s a preparacado, e ao final dos ciclos de tratamentos, em amostras em
triplicatas.

Centrifugagdo: Quando os sistemas sdo centrifugados o estresse
gravitacional aumenta a colisdo entre as particulas e altera o equilibrio dinamico,
sendo possivel obter informagdes sobre a estabilidade dos sistemas formulados.
As aliquotas foram centrifugadas a 384 x g durante 30 minutos, em centrifuga
comum mantida em ambiente a 25°C e em centrifuga refrigerada a 5°C. As
amostras que apresentaram pontos com heterogeneidade visual foram excluidas.

Determinagao do pH: As dispersodes tiveram o pH medido com o objetivo
de avaliar possiveis decomposigdes. Foi utilizado o pHmetro (DEL Lab®) aferido
com solucao padrdao de pH = 7 e pH = 4, por meio da insergcdo do eletrodo
diretamente na amostra.

Determinacao da condutividade elétrica: A condutividade elétrica foi
avaliada inserindo-se o eletrodo diretamente na amostra com o objetivo de
identificar o tipo de sistema (agua em 6leo, A/O, ou 6leo em agua, O/A) e possivel
tendéncia a inversdo de fases. O equipamento utilizado foi um condutivimetro

(LIDA®) calibrado com solugéo de KCI 0,1 mol.L™".
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4.4 Estudos de Estabilidade

Os estudos de estabilidade preliminar e acelerada foram adaptados da
metodologia de (RIBEIRO et al., 2015).

Estabilidade Preliminar: Os sistemas foram divididos em 2 grupos, sendo
que, um dos quais foi aquecido a 40 +1°C e o outro resfriado a 5 + 1°C. Os
sistemas passaram por ciclos alternados de 5 + 1°C ou 40 £ 1°C por 24 h
completando os ciclos ao 14° dia. Apos os tratamentos foi possivel identificar os
sistemas homogéneos.

Estabilidade Acelerada: Este estudo avaliou os sistemas selecionados
apo6s os tratamentos de estabilidade preliminares visando o desenvolvimento de
formulacdes estaveis. Os sistemas foram submetidos a condicdes extremas por
um periodo maior do que o do primeiro teste. Foram divididos em trés grupos e
submetidos a tratamentos térmicos com temperaturas de: 40 + 1°C, 25 £ 1°C ou 5
+ 1°C, continuamente por um periodo de 90 dias com a mesma temperatura. As
formulagdes foram submetidas as analises fisico-quimicas, afericdo dos perfis
reologicos, do potencial zeta e do diametro hidrodindmico a cada 45 dias. A
Figura 13 apresenta uma ilustragdo das etapas e avaliagbes realizadas nos
estudos de estabilidade.

Dosagem do IFN-y nas formulagdes: As concentragbes de IFN-y nas
formulagdes durante o estudo de estabilidade acelerada foram determinadas por
Citdmetria de fluxo por meio do kit Cytometric Bead Array (CBA — BD®) e

quantificadas por meio de curva padrao.
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Figura 13. llustracdo das etapas e avaliagbes realizadas nos estudos de
estabilidade utilizadas para o desenvolvimento das NEs e NPs.
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CAPITULO 5
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5 ENSAIOS BIOLOGICOS

Neste capitulo sao descritos os procedimentos experimentais relativos aos

ensaios bioldgicos realizados visando aplicagdo imunoldgica.

5.1 Sujeitos e tamanho amostral

As amostras de sangue periférico foram coletadas por pungédo venosa de
15 individuos de ambos os sexos, na faixa etaria compreendida entre 18 a 40
anos. Os participantes foram esclarecidos quanto a pesquisa, a finalidade do
material biolégico e o sigilo das informagdes, sendo que o material somente foi
coletado sob expresso consentimento e assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Apéndice).
5.2 Obtencao de fagécitos do sangue periférico

Foi coletado um volume de 8 a 15 mL de sangue periférico de cada doador
em tubos de coleta contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
(EDTA a 25 U.mL'1). Em seguida foi realizada a separagdo das populag¢des
celulares por meio de gradiente de densidade com a adigcdo de Ficoll-Paque
(Pharmacia®), onde o sangue foi centrifugado durante 40 min a 160 x g a
temperatura ambiente. O anel enriquecido de fagocitos MN foi reservado. As
células mononucleares foram lavadas duas vezes em PBS. A seguir foi realizada
a contagem em camara de Neubauer, e as concentragdes celulares foram

ajustadas para 2x10° células.mL”’ para analises posteriores.
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5.3 Cultura de células

Células de cancer de mama humano (MCF-7) foram adquiridas de
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). As
monocamadas de células foram mantidas em culturas em frascos de 75 cm® em
meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA), penicilina (20 U.mL™") e
estreptomicina (20 ug.mL™) (Sigma-Aldrich Co.) a 37°C em atmosfera humida

contendo 5% CO,. As células foram sub-cultivadas a cada 5 + 2 dias.

5.4 Linhagem e Culturas de Escherichia coli Enteropatogénica

A Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) sorotipo 0111:H" AL, eae’,
eaf’, bfp" foi utilizada nos experimentos realizados. A partir da cultura estoque,
foram feitos repiques em tubos contendo 8 mL de TSB (Trypic Soy Broth - Difco),
os quais foram incubados em estufa a 37°C durante 18 horas. Apds o
crescimento, as bactérias foram lavadas duas vezes em solucdo PBS e a
concentracdo foi ajustada para 1x10’ bactérias.mL™, medida com
espectrofotometro (540 nm, DO= 0,1), conforme foi descrito previamente
(HONORIO-FRANCA et al., 1997).

5.5 Incubacdao dos fagécitos MN, das células MCF-7 e fagécitos
MN/células MCF-7 com as nanoestruturas desenvolvidas

As células MCF-7 foram previamente incubadas, dependendo do ensaio
especifico, com as nanoestruturas desenvolvidas e seus respectivos controles em

diferentes tempos. A concentracéo final de IFN-y foi de 100 ng.mL™, de acordo



66

com protocolo previamente estabelecido (FAGUNDES et al., 2013; HONORIO-
FRANCA et al.,, 2016; MORAES et al., 2015). Todos os experimentos foram
realizados com n = 5 amostras.

Para avaliacdo da viabilidade, os fagocitos MN foram incubados com as
formulagbes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y durante periodos iguais a
zero, 0,5 e 24 horas de em banho-maria a 37°C. Como controle dos
experimentos, os fagocitos MN foram incubados em PBS pelo mesmo periodo.

Para avaliacdo da liberagdo de anion superéxido, atividade fagocitica e
bactericida, suspensdes v/v de bactéria e fagécitos MN foram incubadas
previamente com 50 uL dos controles PBS, IFN-y, INEP, 11NEB, F127-50 e com
as formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y durante periodos iguais
a zero, 0,5h 1,0 h e 2 h, sob agitagéo a 37°C.

Para avaliacdo por citometria da viabilidade celular e da liberacéo
intracelular de calcio dos fagocitos MN, das células MCF-7 e fagécitos MN/células
MCF-7, 500 pL da suspensdo de fagécitos MN, células MCF-7 e fagocitos MN
com células MCF-7 vlv, foram tratados com 50 pL dos controles PBS, IFN-y,
1NEP, 11NEB, F127-50 e as formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-
50IFN-y, e pré-incubados durante 24 horas a 37°C em atmosfera umida contendo
5 % CO,. Em seguida, as suspensdes foram submetidas a tripsinagao. Apds este
procedimento, as células foram centrifugadas duas vezes com PBS e avaliadas

empregando-se protocolos especificos que serdo descritos a seguir.
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5.6 Viabilidade celular

A viabilidade dos fagocitos do sangue periférico humano foi avaliada por
meio da técnica de alaranjado de acridina. O Alaranjado de acridina é um corante
fluorocromo vital, metacromatico, que se liga ao DNA ou RNA celular. Quando
examinado sob um microscopio com luz ultravioleta, em contato com DNA de
cadeia dupla, emite cor verde, ortocromatica, e quando em contato com o DNA
desnaturado ou despolarizado, ou RNA de cadeia simples, na forma
metacromatica, emite cor alaranjado ou avermelhado.

Decorrido o tempo de incubagdo as amostras foram centrifugadas (10 min
a 160 x g). O sobrenadante foi desprezado e o botao celular “pellet” foi corado
com 200 pl de alaranjado de acridina (concentracdo 14,4 mg.mL™).
Posteriormente as amostras foram lavadas 3 vezes em PBS sob centrifugagao
(10 min a 160 x g). A seguir as laminas foram preparadas e analisadas por meio
de microscopia de fluorescéncia (Nikon® Eclipese E-200, Japan).

O indice de viabilidade celular foi obtido por meio da contagem de 100
células, contabilizando-se as células vivas, as que possuiam coloracédo verde, e

as células mortas, com coloragao alaranjada.
5.7 Liberacao de anion superoéxido

A liberagcdo de anion superéxido pelos fagécitos MN do sangue periférico
humano foi realizada visando estudar a ativagdo celular, empregando-se o
cromégeno citocromo C (Sigma®, 2 mg.mL™). Na presenga do anion superoxido o

ferricitocromo C sofre oxidagao transformando-se em ferrocitocromo C.
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A leitura foi feita no espectrofotdbmetro com leitor de microplacas (TP-
Reader ThermoPIate®) com filtro de 630 nm. A concentragao do anion superéxido
foi calculada por meio da seguinte relagdo: Concentragcao de O,. (nmol) =DO x

100/6,3.
5.8 Avaliagao da fagocitose e da atividade bactericida

A atividade microbicida dos fagocitos MN do sangue periférico humano foi
avaliada por meio da técnica de alaranjado de acridina (Acros organics®)
(FRANCA et al.,, 2011a). Apos cada periodo de incubagdo a fagocitose foi
interrompida por meio da adicdo de PBS e a suspenséo foi centrifugada por 10
min a 160 x g sob refrigeracdo a 4°C. O "pellet" foi corado com 200 uL de laranja
de acridina (concentragdo 14,4 mg.mL™") por 1 min e a seguir foi ressuspendido
em meio 199, centrifugado e lavado com PBS. A seguir as laminas foram

montadas e as células contadas.
5.9 Teste de Permeabilidade celular ao lodeto de propideo

O teste de permeabilidade foi realizado utilizando-se o ensaio de
fluorescéncia de lodeto de Propideo (Pl) adaptado por (HONORIO-FRANCA et
al., 2016). Apos incubacgao, as células foram coradas com 10 pL de Pl (1 mg.mL"
"), Triton X-100 (5,5%), e &cido etilenodiaminotetracético (110 mM) e incubadas
durante 10 minutos a temperatura ambiente. As células ndo coradas foram
usadas como controle. A fluorescéncia das células foi analisada por citometria de
fluxo. A percentagem de células viaveis foi inversamente proporcional a

intensidade de fluorescéncia média geométrica de PI.
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5.10 Liberacao de calcio intracelular

Para avaliar a liberagdo de Ca®" intracelular foi utilizado o cromégeno
Fluo3-acetoximetil (Sigma®). A suspensao de células foi centrifugada duas vezes
(160 x g, 10 min. a 4°C) e ressuspendida em PBS contendo BSA (5mg.mL™).
Apoés a incubacdo as células foram lavadas 2 vezes em PBS contendo BSA (5
mg.mL™"; a 160 x g, por 10 min a 4°C).

A leitura foi realizada por citbmetria de Fluxo. O Fluo-3 foi detectado
empregando-se o filtro 530/30 nm para Ca?" intracelular. A proporgao de liberagao
de Ca’?* foi expressa por meio dos valores médios (%) de intensidade de

fluorescéncia de Fluo-3.

5.11 Aspectos legais

Este estudo como um todo, mas principalmente as avaliagdes bioldgicas,
foram viabilizados por meio de uma parceria entre a Universidade de Brasilia e a
Universidade Federal de Mato Grosso por meio da associagcao das linhas de
pesquisa em sintese e caracterizagdo de complexos nanoestruturados e a de
bioensaios e processos bioldgicos. O Projeto (Parecer favoravel 1.018.274 / 2015)
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Mato
Grosso. Os voluntarios foram esclarecidos sobre os procedimentos da pesquisa e
depois assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, de acordo com os

moldes da lei 466/12 que regulamenta a pesquisa em seres humanos.
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5.12 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas empregando-se o0 programa
BioEstat 5.0. Diferengas estatisticas significantes nas curvas de fluxo, indice de
viscosidade e parametros fisico-quimicos da estabilidade acelerada e para os
ensaios biolégicos, foram avaliados por meio de andlise de variancia (ANOVA)
seguida de comparag¢des multiplas por meio do teste de Tukey. A significancia

estatistica foi considerada para valores de p menores que 0,05.
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CAPITULO 6
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6 RESULTADOS: NANOEMULSOES

Neste capitulo sdo apresentados os resultados da caracterizacdo e
otimizacdo obtidos no desenvolvimento dos dois sistemas nanoemulsionados, a
base de agua destilada, triglicérides de acido caprico-caprilico, oletado de
sorbitano, polisorbato 80 e como co-tensoativos o propilenoglicol (P) ou o 1-
butanol (B). Inicialmente sera descrito o roteiro empregado para a determinagao
da propor¢ado mais adequada da fase tensoativa, seguido dos diagramas de fase
pseudoternarios e da caracterizagao reoldgica e por espalhamento dindmico de

luz das formulagdes pré-selecionadas contendo ou nao IFN-y.

6.1 Determinagao da mistura de tensoativos

As concentragdes dos co-tensoativos P e B para as a sintese de cada uma
das nanoemulsdes foram definidas como 10 % e as porcentagens dos tensoativos
SP e TW foram calculadas de forma a atingir o EHL requerido pelo triglicerideo de
acido caprico/caprilico (Tabela 1). A fragdo da mistura de tensoativos/co-

tensoativo na fragao de 3,5:5,5:1,0 resultou no EHL requerido pela fase oleosa.

Tabela 1. Valores calculados de percentagens e EHL obtidos para a mistura de
tensoativos e co-tensoativos.

Mistura de
Tensoativos SP (%)  TW (%) P (%) B (%) EHL,
SP/TW/P 35 55 10 - 10,80
SP/TW/B 35 55 - 10 10,80

Onde: EHL, = EHL Resultante da mistura de tensoativos.
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6.2 Preparacao dos sistemas nanoemulsionados

Os diagramas de fase pseudoternarios para a classificacédo dos pontos e
dominios de regido para o sistema SP/TW/P e SP/TW/B estdo apresentados nas
Figura 14 e 15, respectivamente.

A mistura de tensoativos, independentemente do co-tensoativo, na
propor¢ao 3,5:5,5:1,0 associado ao triglicerideo de acido caprico/caprilico e a
agua destilada em proporgdes pré-estabelecidas pelo diagrama, resultou em 36
pontos com caracteristicas de equilibrio divergentes. Observa-se nos diagramas
correspondestes que proporgdes de tensoativo acima de 35 % para o sistema
SP/TW/P e de 45 % para o SP/TW/B promoveram pontos com equilibrio
termodinamico em virtude do predominio de sistemas homogéneos e translucidos
(Figuras 14a e 15a, respectivamente).

As Figuras 14b e 15b apresentam as delimitagcbes das regides de dominios
no diagrama pseudoternario a partir do diagrama de pontos e das titulagdes. Os
pontos do sistema SP/TW/P (NEP) de 1 a 9NEP e de 1 a 13NEB do SP/TW/B
(NEB) foram selecionados como dominios com caracteristicas de NE para o
estudo das regides.

Analisando-se o comportamento das fases (Figuras 14b e 15b) observa-se
que o sistema SP/TW/B resultou em uma regido mais ampla de sistemas
nanoemulsionados quando comparado ao sistema SP/TW/P. O co-tensoativo B
promoveu a formagdo de NE até 20 % de fase aquosa, ja o co-tensoativo P
limitou a formagao a 15 %. Contudo para ambos os sistemas, assim como nos
diagramas de pontos, os dominios de regido abaixo de 40 % de tensoativos

indicaram instabilidade e separacao de fases.
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Figura 14. Diagramas pseudoternarios de classificacdo dos pontos (a) e

74

de

dominios de regido com as nanoemulsdes selecionadas (b) do sistema SP/TW/P.

*Nanoemulséo (NE), Emulséo gel (EG), Emulséo liquida (EL), Separagéo de Fases (SF).
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Figura 15. Diagramas pseudoternarios de classificagcdo dos pontos (a) e de

dominios de regido com as nanoemulsdes selecionadas (b) do sistema SP/TW/B.
*Nanoemulséo (NE), Emulséo gel (EG), Emulséo liquida (EL), Separagéo de Fases (SF).



76

6.3 Caracterizagao reoldgica

6.3.1 Nanoemulsdes do sistema SP/TW/P (NEP)

As Figuras 16 e 17 mostram as curvas de fluxo e de viscosidade dos
pontos pré-selecionados para o estudo do sistema NEP. As areas de histerese
promovida pelos fluxos foram resumidas na Tabela 2 e as médias de viscosidade
na Tabela 3.

As curvas de fluxo dos pontos relativos a regido de nanoemulséo (NEP)
apresentam inicio na origem e comportamento linear ascendente e descendente,
exceto para os sistemas relativos as amostras 4, 6, 8 e O9NEP que apresentam
fluxo nao linear. A avaliacao da curva e da area de histerese do fluxo indicou
predominio de fluidos Newtonianos (Figura 16 e Tabela 2). As nanoemulsdes néo-

Newtonianas foram eliminadas do estudo (4,6,8 e 9NEP).

5.00 —

3.50 : /‘/‘
3.00 g g 4 / /
2.50 : // 1NEP
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1.50 -
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1.00 45
0.50 / BNEP

ONEPRP

3INEP

Taxa de —
Cisalhamento (1/s)

Figura 16. Curvas de fluxo obtidas das nanoemulsbes pré-selecionados do
sistema NEP (25°C).
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Tabela 2. Valores de area de histerese e classificacao do fluxo dos pontos pré-
selecionados do sistema NEP, obtidos a partir dos dados da Figura 16.

Area de Histerese

NE (Pal(s-ml)) Classificagdo do Fluxo
1NEP + 0,01 Newtoniano
2NEP + 0,60 Newtoniano
3NEP + 0,31 Newtoniano
4NEP +1,18 Nao-newtoniano: Tixotrépico Pseudoplastivo
S5NEP + 0,21 Newtoniano
6NEP + 1,57 Nao-newtoniano: Tixotrépico Pseudoplastivo
7NEP + 0,64 Newtoniano
SNEP -1,00 Nao-newtoniano: Tixotrépico Reopéxico
INEP + 22,62 Nao-newtoniano: Tixotrépico Pseudoplastivo
0.900
s 1NEP
0. B0 T
I Z2MER
0.700 aNER

0.60 AT oo
4 0.50

Viscosidade 0.40
(Pa.s)

6 8 10 12 14 16 18 20 22

Taxa de —
Cisalhamento (1/s)

Figura 17. Curvas de viscosidade obtidas das nanoemulsdes do sistema NEP
(25°C).
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Tabela 3. Valores de viscosidade e caracteristicas do fluxo dos pontos do sistema
NEP, obtidos da Figura 17.

NE Viscosidade Média (Pa . s) Caracteristica
1NEP 0,5319 + 0,0032 Linear
2NEP 0,5813 + 0,0566 Nao linear
3NEP 0,3975 + 0,0029 Linear
5NEP 0,2979 £ 0,0016 Linear
7NEP 0,2358 + 0,0019 Linear

Observa-se na Figura 17 e Tabela 3, que os valores da viscosidade sao
similares para os sistemas relativos aos pontos referentes a NEs Newtonianas, na
faixa entre 0,20 e 0,60 Pa.s, e nao se alteraram com o aumento da taxa de
cisalhamento. No caso da nanoemulsdo 2NEP, a viscosidade se reduz com o
aumento da taxa de cisalhamento e, por isso foi descartada.

Os resultados das analises da variacdo da viscosidade dos pontos pré-
selecionados para o estudo do sistema NEP em fungdo da programacéo e
controle de temperatura sdo mostrados na Figura 18. Observa-se que para as
NEs 1, 3 e SNEP ocorre uma redugao gradual e homogénea da viscosidade, cujos
valores variam pouco com a temperatura, o que € um indicativo de que
apresentam boa estabilidade. A viscosidade do ponto 7NEP sofreu variagbes nas
temperaturas de 5 a 25°C, sendo um indicativo de menor resisténcia a flutuagoes

térmicas e foi descartada.
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Figura 18. Curva de viscosidade de nanoemulsdes do sistema NEP em funcéo da
temperatura (5 a 45°C).

As NEs com caracteristicas de fluxo e viscosidade adequados do sistema
NEP (1, 3 e S5NEP) foram formulados com a adicdo de nanodoses de interferon
gamma (NEPIFN-y) e foram reavaliados quanto & manutencao das caracteristicas
reoldgicas, cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 19, 20 e 21 e Tabelas
4eb.

Observa-se na Figura 19 e na Tabela 4, que as curvas de fluxo das
formulacdes (1, 3 e SNEPIFN-y) mantiveram as mesmas caracteristicas das NEs
correspondentes antes da incorporagéo do IFN-y, apresentando inicio na origem e
comportamento linear ascendente e descendente. A avaliagdo da curva e da area

de histerese indicou comportamento de fluidos Newtonianos.
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Figura 19. Curvas de fluxo das formulagdes (1, 3 e 5NEPIFN-y) selecionadas do
sistema NEP (25°C).

Tabela 4. Valores de area de histerese e classificagao do fluxo das formulagdes
(1, 3 e 5NEPIFN-y) selecionadas do sistema NEP, obtidos a partir dos dados da
Figura 19.

Formulacéo Area de Histerese Classificagao do
¢ (Pal/(s-ml)) Fluxo
1NEPIFN-y -0,12 Newtoniano
3NEPIFN-y +0,76 Newtoniano
SNEPIFN-y - 0,22 Newtoniano

As curvas de viscosidade das formulagbes (Figura 20) apresentaram
comportamento similar ao das NEs, com valores na faixa de 0,25 a 0,50 Pa.s

(Tabela 5), que nao se alteraram com o aumento da taxa de cisalhamento.
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Figura 20. Curvas de viscosidade das formulacdes (1, 3 e 5NEPIFN-y)
selecionadas do sistema NEP (25°C).

Tabela 5. Valores de viscosidade e caracteristicas do fluxo das formulacdes (1, 3
e S5NEPIFN-y) selecionadas do sistema NEP, obtidos da Figura 20.

Formulagao Viscosidade Média (Pa.s) Caracteristica
1NEPIFN-y 0,4673 £ 0,0029 Linear
3NEPIFN~y 0,3446 + 0,0023 Linear
SNEPIFN-y 0,2825 + 0,0022 Linear

As curvas de viscosidade em funcao da temperatura apds a incorporagao
do IFN-y (Figura 21) apresentaram mesmo comportamento das NEs (Figura 18),

indicando que a estabilidade fisica foi mantida.
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Figura 21. Curvas de viscosidade das formulagdes (1, 3 e 5NEPIFN-y)
selecionadas do sistema NEP, em fungao da temperatura (5 a 45°C).

6.3.2 Nanoemulsdes do sistema SP/TW/B (NEB)

As Figuras 22 e 23 apresentam as curvas de fluxo e de viscosidade das
nanoemulsdes pré-selecionadas (Figura 15) para o estudo do sistema NEB. As
areas de histerese listadas na Tabela 6 e as médias dos valores obtidos para a
viscosidade na Tabela 7 foram obtidas a partir dos dados das Figuras 22 e 23,
respectivamente.

Todas as curvas de fluxo das NEs do sistema NEB (Figura 22) apresentam
inicio na origem e comportamento linear ascendente e descendente. A avaliagao

da area de histerese indicou caracteristicas de fluxos Newtonianos (Tabela 6).
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Figura 22. Curva de fluxo das nanoemulsdes pré-selecionados do sistema NEB
(25°C).

Tabela 6. Valores de area de histerese e classificacdo do fluxo das nanoemulsdes
pré-selecionados do sistema NEB, obtidos a partir dos dados da Figura 22.

NE Area de Histerese Classificagao do
(Pa/(s-ml)) Fluxo
1NEB - 0,01 Newtoniano
2NEB - 0,32 Newtoniano
3NEB -0,15 Newtoniano
4NEB - 0,04 Newtoniano
5NEB - 0,08 Newtoniano
6NEB -0,14 Newtoniano
7NEB + 0,01 Newtoniano
SNEB - 0,23 Newtoniano
9NEB + 0,01 Newtoniano
10NEB - 0,17 Newtoniano
11NEB - 0,04 Newtoniano
12NEB - 0,08 Newtoniano

13NEB -0,03 Newtoniano
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Figura 23. Curva de viscosidade das nanoemulsdes pré-selecionadas do sistema
NEB (25°C).

Tabela 7. Valores de viscosidade e caracteristicas do fluxo das nanoemulsodes do
sistema NEB, obtidos a partir dos dados da Figura 23.

NE Viscosidade Média (Pa . s) Caracteristica
1NEB 0,1938 + 0,0007 Linear
2NEB 0,1714 £ 0,0008 Linear
3NEB 0,1614 + 0,0011 Linear
4NEB 0,1823 £ 0,0005 Linear
5NEB 0,1651 £ 0,0027 Linear
6NEB 0,1660 £ 0,0002 Linear
7NEB 0,1479 £ 0,0004 Linear
SNEB 0,1625 £ 0,0008 Linear
9NEB 0,1378 £ 0,0006 Linear
10NEB 0,1347 + 0,0006 Linear
11NEB 0,1356 + 0,0006 Linear
12NEB 0,1352 + 0,0005 Linear

13NEB 0,1262 + 0,0006 Linear
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As curvas de viscosidade para o sistema NEB mostrou comportamento
similar ao das NEs, cujos valores de viscosidade foram obtidos na faixa entre 0,12
e 0,20 Pa.s, e permanecem praticamente constantes com o aumento da taxa de
cisalhamento (Figura 23 e Tabela 7).

Os resultados das anadlises da variacdo da viscosidade dos pontos das
nanoemulsdes pré-selecionadas para o estudo do sistema NEB em fung¢do da

temperatura estao registrados na Figura 24.
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Figura 24. Curva de viscosidade das nanoemulsdes pré-selecionadas do sistema
NEB em fungéo da temperatura (5 a 45°C).

Observa-se na Figura 24, que todas as amostras do sistema NEB
apresentaram uma reducao gradual e homogénea da viscosidade com a
temperatura o que € um indicativo de boa estabilidade. As formulagdes 1, 2, 9, 12
e 13NEB apresentaram modificacédo de cor quando expostas a luz ambiente, o

que nao foi observado nas outras formulagdes, e por este motivo foram rejeitadas.
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As NEs com caracteristicas de fluxo e viscosidade adequados pré-
selecionadas do sistema NEB foram formulados com a adicdo de nanodoses de
interferon gamma (NEBIFN-y) e foram re-avaliadas quanto as caracteristicas

reoldgicas, cujos resultados sdo apresentados nas Figuras 25, 26 e 27 e Tabelas

8e9.
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Figura 25. Curvas de fluxo das formulagdes (3, 4, 5, 6, 8, 8, 10 e 11NEBIFN-y) do
sistema NEB (25°C).

As curvas de fluxo das formulagdes (Figura 25) mantiveram as
caracteristicas das NEs correspondentes. A avaliacdo da curva e da area de
histerese (Tabela 8) indica que o comportamento de fluidos Newtonianos foi

mantido apos a incorporagao de IFN-y.
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Tabela 8. Valores area de histerese e classificacdo do fluxo das formulagdes (3,

4, 5, 6, 8, 8 10 e 1MNEBIFN-y) do sistema NEB, obtidos a partir dos dados da
Figura 25.

Formulagio Area de Histerese Classificagao do
(Pal/(s-ml)) Fluxo
3NEBIFN-y -0,19 Newtoniano
ANEBIFN-y -0,16 Newtoniano
SNEBIFN-y -0,09 Newtoniano
6NEBIFN-y -0,19 Newtoniano
TNEBIFN-y +0,03 Newtoniano
SNEBIFN-y + 0,02 Newtoniano
10NEBIFN-y -0,14 Newtoniano
11NEBIFN-y - 0,07 Newtoniano

A viscosidade das formulagdes foi similar a das NEs correspondentes, mas
esteve entre 0,14 e 0,20 Pa.s, e ndo se alteraram com o aumento da taxa de

cisalhamento (Figura 26 e Tabela 9).
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Figura 26. Curvas de viscosidade das formulagcbes (3, 4, 5, 6, 8, 8, 10 e
11NEBIFN-y) do sistema NEB (25°C).
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Tabela 9. Valores de viscosidade e caracteristica do fluxo das formulacdes (3, 4,
5,6, 7,8, 10 e 11NEBIFN-y) do sistema NEB, obtidos a partir dos dados da Figura

26.

Formulagao Viscosidade Média (Pa. s) Caracteristica
3NEBIFNvy 0,1674 + 0,0020 Linear
4ANEBIFN-y 0,1868 + 0,0007 Linear
S5NEBIFN-y 0,1661 + 0,0007 Linear
6NEBIFN-y 0,1865 + 0,0006 Linear
TNEBIFN-y 0,1650 + 0,0003 Linear
SNEBIFN-y 0,1816 + 0,0007 Linear
10NEBIFN~+y 0,1549 + 0,0005 Linear
11NEBIFN-y 0,1438 + 0,0005 Linear

O comportamento das curvas de viscosidade em fungdao da temperatura
(Figura 27) foi mantido, quando comparado com o das NEs correspondentes

antes da incorporagdo do IFN-y (Figura 24), indicando que a estabilidade foi

mantida.
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Figura 27. Curvas de viscosidade das formulacdes (3, 4, 5, 6, 8, 8, 10 e
11NEBIFN-y) do sistema NEB em fungao da temperatura (5 a 45°C).



89

6.4 Caracterizacao por espalhamento dindmico de luz

6.4.1 Nanoemulsdes do sistema SP/TW/P (NEP)

A Tabela 10 apresenta os valores obtidos da medida de potencial zeta ( C ),
do indice de polidispersividade (Pdi) e do didmetro hidrodindmico (Dy) das
nanoemulsodes pré-selecionadas e formulagdes correspondentes do sistema NEP.
Tabela 10. Valores de potencial zeta, indice de polidispersividade e diametro

hidrodinamico médios das formulagdes do sistema NEP, obtidos a partir dos
dados da Figura 28.

NE ou Ensaio
Formulacio Potencial Indice de Diametro
¢ Zeta (mV) polidispersividade Hidrodindmico (nm)
1NEP -37,96 0.33 251,05
3NEP -41,27 0.31 316,83
S5NEP -32,30 0.16 429,03
1NEPIFN~y -34.43 0,41 204,95
3NEPIFN~y -38,00 0,37 183,07
SNEPIFN~«y 0,00 0,19 1074.,45

O potencial ¢ do sistema NEP contendo ou ndo IFN-y apresenta valores
negativos e em torno de —40 mV, exceto para a formulagdo SNEP que apresentou
valor nulo apds a incorporagao da citocina, indicando desestabilizacdo ibnica ou
inversao de fase para A/O. A polidispersividade do sistema NEP esteve entre 0,16
e 0,41 (Tabela 10).

Os valores obtidos para o tamanho hidrodinamico (Dy) das goticulas dos
coldides do sistema NEP apresentaram tendéncia de reducédo apds o processo de

incorporagao do IFN-y, com valores de 205 e 183 nm para as amostras 1NEPIFN-
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v € 3NEPIFN-y, respectivamente. Enquanto a formulagédo 5NEP-y teve o valor do

Dy muito aumentado e foi descartada (Figura 28 e Tabela 10).

—— INEP
——— 3NEP
5NEP
—————— 1NEPINF-y
3NEPINF-y
5SNEPINF-y

Nidmero (%)
— N N
o o (&) ]

—_
o
s

1000 1500 2000 2500

Tamanho (nm)

3000

Figura 28. Distribuicdo de tamanho de goticulas das nanoemulsdes (1,3, e SNEP)
e formulagdes (1,3,5NEP IFN-y) do sistema NEP.

6.4.2 Nanoemulsdes do sistema SP/TW/B (NEB)

A Tabela 11 apresenta os valores de potencial zeta, indice de Pdi e Dy
meédios das formulagdes do sistema NEB, antes e apds a incorporagéo de IFN-y ,
obtidos a partir dos dados da Figura 29.

O valor médio do tamanho hidrodindmico das goticulas para a maioria das
formulagcbes do sistema NEB apresentou tendéncia de aumento apds a
incorporagao do IFN-y, sendo que as formulagbes 10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y
apresentaram Dy de 97e 76 nm, respectivamente. As formulagdes 3, 4, 5,6, 7 e

8NEBIFN-y mantiveram Dy entre 170 e 200 nm e em virtude do maior diametro



91

hidrodinamico e Pdi, quando comparados com as selecionadas, optou-se por
exclui-las do grupo.
Tabela 11. Valores de potencial zeta, indice de polidispersividade e diametro

hidrodindmico médios das nanoemulsdes (3,4,5,6,7,8,10 e 11NEB) formulacdes
(3 a 11NEBIFN-y) do sistema NEB, obtidos dos dados da Figura 29.

NE ou - - lEnsaio —
Formulagao Potencial . I.ndlce _dg . D_|a[ne.tro
Zeta (mV) polidispersividade Hidrodinamico (nm)
3NEB -37,70 0.31 291,10
4NEB - 39,90 0.39 186,83
5NEB -34,10 0.46 147,90
6NEB - 31,50 0.41 132,05
7NEB -31,70 0.42 108,60
SNEB - 29,00 0.44 65,05
10NEB -32,30 0.26 44,32
11NEB - 28,30 0.16 73,79
3NEBIFN~y -38,40 0.42 173,41
4ANEBIFN-y -38,10 0,35 185,19
S5NEBIFN-y -36,90 0,35 199,50
6NEBIFN-y -36,00 0,33 175,93
7NEBIFN-y -37,10 0,37 139,80
S8NEBIFN~y -35,30 0,31 241,47
10NEBIFN-y -33,70 0,24 97,42
11NEBIFN~y -30,30 0,23 75,55

Em geral, das formulagbes selecionadas, as NEPIFN-y apresentaram
valores de potencial { e Pdi superior aos apresentados pelas formulagdes
NEBIFN-y, ja Dy inferiores a 100 nm foram observados apenas para as

formulagdes contendo 1-butanol como co-tensoativo.
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Figura 29. Distribuicdo de tamanho de goticulas das formulagées do sistema
NEB.

Quando se comparou as NEs (n = 3) e suas respectivas formula¢cdes no
mesmo sistema (1NEPIFN-y e 3NEPIFN-y ou 10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y) a
veiculagdo do IFN-y ndo alterou estatisticamente o Dy (p = 0,5483 e 0,6012,
respectivamente). Ao comparar estes mesmos grupos o potencial ¢ também nao
foi significativamente modificado (p = 0,2100 e 0,6012, respectivamente).

Portanto, a fracdo da mistura de tensoativos/co-tensoativo de 3,5:5,5:1,0
resultou no EHL requerido pela fase oleosa, mas observa-se que o sistema
SP/TW/B promoveu uma regido mais ampla de sistemas nanoemulsionados
quando comparado ao sistema SP/TW/P. Os pontos de 1 a 9NEP do sistema
SP/TW/P e de 1 a 13NEB do SP/TW/B foram selecionados para o estudo das
regides. Os estudos reoldgicos indicaram que as NE desenvolvidas apresentam
predominantemente perfil Newtoniano e viscosidade linear. A avaliagcdo das

curvas, da area de histerese e resisténcia da viscosidade em fungao de variagdes
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de temperatura indicaram estabilidade fisica para as formulagdes 1, 3 e SNEPIFN-
vyed3, 4,5 6,7, 8 9, 10 e 11NEBIFN-y. Posteriormente, quando avaliadas por
meio da técnica de espalhamento de luz dindmico os dados indicaram que a
formulacdo SNEPIFN-y apresenta potencial  nulo e Dy elevado quando comprado
a 5NEP, indicando perda de estabilidade. Apesar das formulacoes 3, 4, 5,6, 7, 8
e 9NEBIFN-y ndo sofrerem modificagdes abruptas com a incorporagao do IFN-y,
os valores de Dy e Pdi mais elevados podem indicar possibilidade de uma
desestabilizagdo posterior. Por estes indicios e para otimizacdo do numero de
formulagcbes a serem avaliadas estas amostras foram excluidas. A partir desta
triagem, as formulagdes 1NEPIFN-y, 3NEPIFN-y, 10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y

foram selecionadas para estudos posteriores de avaliacao de estabilidade.
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CAPITULO 7
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7. RESULTADOS: MICELAS DE PLURONIC 127

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos para o
desenvolvimento das micelas nanoestruturadas de pluronic F127. Inicialmente
serao relatados os dados da caracterizagdo reoloégica e, em seguida os das
analises de espalhamento dindmico de luz das nanoemulsdes e das formulagdes

contendo IFN-y.

7.1 Caracterizagao reolégica

As Figuras 30 e 31 apresentam as curvas de fluxo e de viscosidade das
dispersbes em concentragdes pré-selecionados para o estudo do sistema F127.
Os valores das areas de histerese e de viscosidade foram listados nas Tabelas 12
e 13, respectivamente, a partir dos dados obtidos das Figuras 30 e 31.

As curvas de fluxo das dispersbes apresentam inicio na origem e
comportamento nao linear ascendente e descendente, sendo classificados como
nao-Newtonianos (Figura 30). A dispersdo de F127 em 250 mg.mL™ (F127-250)
nao apresentou capacidade de fluxo a 25 °C. Em adicdo, o perfil das curvas
apresentadas na Figura 30 indica que com inicio do cisalhamento a dispersao que
flui ndo apresenta limite de escoamento, mas pode-se observar uma area de
histerese expressiva (Tabela 12), com curva descendente inferior a ascendente.
Este tipo de perfil descreve fluidos do tipo pseudoplasticos com tixotropia.

Observa-se na Figura 31 que o comportamento das curvas de viscosidade
das dispersodes do sistema F127 é similar, mas depende da taxa de cisalhamento,
apresentando perfil ndo linear, enquanto os valores obtidos para a viscosidade

listados na Tabela 13 estdo entre 0,002 e 0,003 Pa.s.
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Figura 31. Curvas de viscosidade das dispersdes pré-selecionadas (127-10 e
F127-50) (25°C).
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Os resultados das analises da variagao da viscosidade das dispersdes do

sistema F127 em funcéo da temperatura sao apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Curvas de viscosidade das dispersdes pré-selecionadas 127-10, F127-
50 e F127-250 em fungao da temperatura (5 a 45°C).

As curvas de viscosidade das dispersdes F127-10 e F127-50 permanecem
praticamente constantes com a temperatura. No caso da amostra F127-250 o
valor da viscosidade aumentou gradativamente até niveis extremos a partir de
19°C, sendo um indicativo de alteragcédo do estado fisico (Figura 32).

As dispersdes com caracteristicas de fluxo e viscosidade mais adequados
do sistema F127 (F127-10 e F127-50) foram formuladas com a adicédo do
interferon gamma (F127IFN-y) e foram reavaliadas quanto as caracteristicas
reologicas, cujos resultados s&o apresentados nas Figuras 33, 34 e 35, a partir

dos quais foram obtidos os valores listados nas Tabelas 12 e 13.
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(25°C).
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Figura 35. Curvas de viscosidade das formulagbes 127-10IFN-y, F127-50IFN-y e
F127-250IFN-y em fungéo da temperatura (5 a 45°C).

Comparando-se as curvas de fluxo das formulagdes (Figura 33) com as
das dispersdes (Figura 30) observa-se comportamento similar. Apresentam inicio
na origem e comportamento ndo linear ascendente e descendente,
correspondendo as caracteristicas de fluidos Nao-newtonianos, pseudoplasticos
com tixotropia (Figura 33 e Tabela 12).

O comportamento das curvas de viscosidade das formulagbes (Figura 34)
foi similar ao das dispersdes (Figura 31), obtendo-se valores de viscosidade entre
0,002 e 0,003 Pa.s, os quais também variam com o aumento da taxa de
cisalhamento, apresentando perfil ndo linear (Figura 34 e Tabela 13).

Observa-se na Figura 35 que as curvas de viscosidade em fungao da

temperatura para as formulagées F127-10IFN-y e F127-501FN-y variam pouco em

funcdo da temperatura, comportamento similar ao das dispersdes sem IFN-y.
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No caso da amostra F127-2501FN-y, o valor da viscosidade foi aumentando
gradativamente até niveis extremos a partir de 19°C, sendo um indicativo de
alteragdo do estado fisico (Figura 35), mesmo comportamento da dispersao
correspondente.

Tabela 12. Valores da area de histerese e classificacdo do fluxo das dispersdes

pré-selecionadas 127-10 e F127-50 e das formulagcées 127-10IFN-y e F127-
50IFN-y obtidos a partir dos dados das Figuras 30 e 33.

Dispersao ou Area de Histerese e
~ Classificagao do Fluxo
formulacao (Pal/(s-ml))
F127-10 +10.010,19 __Nao-newtoniano:
Tixotropico Pseudoplastivo
F127-50 + 3.105,70 Nao-newtoniano:
Tixotrépico Pseudoplastivo
F127-10IFN-y +9.107,07 Nao-newtoniano:
Tixotrépico Pseudoplastivo
F127-50IFN-y +2.943,86 Nao-newtoniano:

Tixotropico Pseudoplastivo

Tabela 13. Valores de viscosidade e caracteristica do fluxo das dispersdes pré-
selecionadas (127-10 e F127-50) obtidos a partir dos dados das Figuras 31 e 34.

Dispersao ou

formulaco Viscosidade Média (Pa . s) Caracteristica
F127-10 0,0021 £ 0,0023 Nao linear
F127-50 0,0030 £ 0,0024 Nao linear

F127-10IFN-y 0,0022 + 0,0024 N&o linear

F127-50IFN-y 0,0034 + 0,0027 N&o linear

No caso da amostra F127-250IFN-y também foram realizadas analises
reoldgicas em fungao da frequéncia, visando obter informagdes sobre a estrutura

deste sistema.
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A evolucdo dos moédulos de armazenagem G’ (moédulo elastico/soélido
elastico) e de perda G” (mddulo viscoso/liquido viscoso) em fungao da frequéncia
para a dispersao F127-250, em diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C) é mostrada
na Figura 36, enquanto que para a formulacao F127-2501FN-y na Figura 37.

Observa-se na Figura 37 que as curvas obtidas a temperatura de 5°C para
a dispersao F127-250 mostram um predominio de G”, mas G’ esta presente com
valores em uma ordem de grandeza inferior, sugerindo que, nesta temperatura a
dispersao comporta-se como um liquido. Enquanto que a temperatura de 19°C,
para frequéncias, os valores de G’ e G” sdo muito proximos, mas com os de G’
levemente maiores, situagao que se inverte com aumento da frequéncia indicando
que exatamente a esta temperatura ocorre a transi¢ao de estado liquido/solido do
sistema. As curvas obtidas para a temperatura de 25°C indicam que o numero de
interagdes aumentam, fazendo com que os valores de G’ sejam maiores que G”, e
o sistema é caracterizado como solido com caracteristica predominantemente
elastica, com caracteristicas de gel sélido (Figura 36).

O comportamento dos mddulos de armazenagem G’ e de perda G” em
funcdo da frequéncia da formulacdo F127-250IFN-y em diferentes temperaturas
(5, 19 e 25°C) é apresentado na Figura 37. Observa-se que na temperatura de
5°C ha um predominio de G” e auséncia de G’ indicando que a amostra
comporta-se praticamente como um sistema liquido viscoso, caracteristico de
solugdes liquidas. Para maiores temperaturas 19 e 25 °C, as caracteristicas de

transicéo de estado liquido/sdlido, e de sdlido respectivamente foram mantidas.
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Figura 36. Comportamento dos modulos de armazenagem G’ e de perda G” em
funcdo da frequéncia da dispersdo F127-250 bem como as respectivas imagens
em diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C).
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Figura 37. Comportamento dos moédulos de armazenagem G’ e de perda G” em
funcdo da frequéncia da formulagédo F127-250IFN-y bem como as respectivas
imagens em diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C).
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O mesmo comportamento €& observado para as formulagcbes
correspondentes (Figura 37) indicando que a incorporagao do IFN-y néo
influenciou nas caracteristicas das dispersdées. Em adicdo sdo apresentadas
imagens das dispersdées e formulagbes (Figuras 36 e 37) nas respectivas
temperaturas de realizacdo das analises. Observa-se que, para a temperatura de
5 °C o gel € mantido na parte superior do frasco.

As Figuras 38 e 39 apresentam a analise do angulo de defasagem, (tan o)
dado pela razéo entre G” e G’ para a dispersdao F127-250, e para a formulagéo
correspondente F127-2501FN-y em diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C), com o
objetivo de verificar a viscoelasticidade dos sistemas, conforme foi discutido no
capitulo 2.

Observa-se na Figura 38 valores de tan 6 >> 1 para a temperatura de 5°C,
indicando que a dispersao F127-250 é essencialmente um liquido viscoso,
enquanto que, para a temperatura de 19°C ocorre a transigdo solido
elastico/liquido viscoso. O perfil apresentado pela curva obtida a temperatura de
25°C se refere ao comportamento de um solido elastico, pois tan 6 << 1 (Figura
38).

Observa-se na Figura 39 que o perfil da curva obtida a 5°C valores de tan
© > 10, o que indica que a formulagdo F127-250IFN-y a é essencialmente uma
solugdo liquida, porém com menor viscosidade do aquela verificada para a
dispersdo. Para a curva obtida a 19°C observa-se também a ocorréncia da
transicao solido elastico/liquido viscoso, enquanto que, o perfil da curva a 25°C,

indica que o comportamento sélido elastico foi mantido, visto que tan 6 << 1.
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Figura 38. Curvas do angulo de defasagem em funcdo da frequéncia da
dispersao F127-250 para diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C).
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Figura 39. Angulo de defasagem em funcéo da frequéncia da formulacdo F127-
250IFN-y para diferentes temperaturas (5, 19 e 25°C).
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O potencial deste sistema nao foi negligenciado pois, apesar de reconhecer
que sistemas com transicdo liquido/sdlido tenham uma aplicacdo especial,
considerou-se que este sistema nao seria interessante para as aplicagdes
biolégicas que buscamos com este trabalho, e a formulacdo nao foi descartada,

apenas nao foi considerada para avaliagdes posteriores.

7.2 Caracterizagao por espalhamento dindmico de luz

A Figura 40 mostra as distribuicbes de tamanho das micelas das
dispersdes (F127-10 E F127-50) e das formulagdes (F127-10IFN-y e F127-50IFN-
Y), cujos dados estdo listados na Tabela 14. A tabela apresenta os valores do
potencial zeta ( C ), indice de polidispersividade (Pdi) e do didametro hidrodinamico
(D) médios das dispersoes e formulagdes do sistema F127.

Observa-se na Tabela 14, que o potencial { das dispersdes ou formulagdes
do sistema F127 contendo ou ndo o IFN-y, independente da concentragédo, &
praticamente nulo, esperado para este sistema. Os valores de polidispersividade
das dispersbdes sao 0,8 e 0,48, enquanto, apos a incorporagao de IFN-y, observa-
se que o valor foi reduzido para a amostra de menor concentracdo de F127, e
ficou praticamente constante para a de maior concentragao (Tabela 14).

O tamanho hidrodindmico das micelas ficou praticamente constante apos a
incorporagao do IFN-y, sendo que as particulas F127-10IFN-y e F127-501FN-y
apresentaram Dy-26,42 e 4,53 nm, respectivamente (Tabela 14).

Os resultados obtidos da incorporagao de IFN-y em copolimeros que
formam micelas indicaram que os sistemas micelares nanoestruturados

apresentam comportamento ndo-Newtonianos, area de histerese expressiva, néao
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apresentam limite de escoamento e viscosidade nao linear. Este tipo de perfil

descreve os fluidos como do tipo pseudoplasticos com tixotropia, independente da

presenca de IFN-y.
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Figura 40. Distribuicdes de tamanho das micelas das dispersdes (F127-10 e
F127-50) e das formulagdes (F127-10IFN-y e F127-501FN-y).

Tabela 14. Potencial zeta, indice de polidispersividade e diametro hidrodinamico
meédios das dispersdes (F127-10 e F127-50) e formulagdes (F127-10IFN-y e

F127-50IFN-y). O indice de polidispersividade e didmetro hidrodindmico foram
obtidos a partir da Figura 40.

Ensaio
Formulagao Potencial Indice de Diametro
Zeta (mV) polidispersividade Hidrodinamico (nm)
F127-50 -2,17 0.48 4,24
F127-10IFN-y -1,54 0,33 26,42
F127-50IFN-y +2,95 0,54 4,53
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A dispersdo de F127 em 250 mg.mL™" n3o apresentou capacidade de fluxo
a 25 °C. As analises oscilatérias indicam que este sistema apresenta
comportamento de um solido elastico. As formulagdes F127-10IFN-y e F127-
50IFN-y apresentaram potencial ¢ neutro e DH de 26 e 5 nm, respectivamente.

Quando se comparou as dispersdes (n = 3) e suas respectivas formulagdes
(F127-10IFN-y e F127-50IFN-y) a veiculagao do IFN-y ndo alterou estatisticamente
o Dy (p > 0,05), mas indicou a significativa diferenca do Dy entre ambas as
formulagdes (p < 0.0001). Ao comparar estes mesmos grupos o potencial ¢ nao foi
significativamente modificado (p = 0,1700).

A partir destas avaliagbes, as formulagdes com perfis reolégicos de liquido
foram selecionadas para a realizagcdo de estudos posteriores de avaliacido de

estabilidade.
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CAPITULO 8
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8 RESULTADOS: CONTROLE DE QUALIDADE DAS FORMULAGOES
PRODUZIDAS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para o estudo de
estabilidade das nanoemulsbées 1NEP, 3NEP, 10NEB, 11NEB, dispersoes
poliméricas F127-10, F127-50, e formulagdes 1NEPIFN-y, 3NEPIFN-y, 10NEBIFN-
v, TINEBIFN-y, F127-10IFN-y e F127-50IFN-y desenvolvidas. Inicialmente serdo
relatados os dados fisico-quimicos de estabilidade preliminar e, posteriormente,
os de estabilidade acelerada adicionados do monitoramento reoldgico, potencial

zeta, didmetro hidrodindmico e dosagem de IFN-y.

8.1 Estabilidade preliminar

Os resultados das analises fisico-quimicas dos sistemas NEP, NEB e F127
sob ciclos alternados de centrifugacao em diferentes temperaturas (5 e 25 °C) sdo
apresentados na Tabela 15. Cada um dos aspectos foram avaliados apds a
centrifugacéo a 25°C e posteriormente a 5°C, e ao iniciar e encerrar os 14 ciclos
de 24 h cada alternados com temperatura de 5 e de 45°C. Os dados de
condutividade e de pH também foram registrados.

Os resultados apresentados na Tabela 15 indicam que,
independentemente do sistema, e do tratamento térmico, houve manutencéo da
estabilidade macroscopica independente da temperatura de centrifugagao, assim
como, a apresentagcdo de aspecto translucido e homogéneo durante todo o

periodo do teste.
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Tabela 15. Parametros obtidos por meio das analises fisico-quimicas antes e
apos a realizacao dos testes de estabilidade preliminar dos sistemas NEP, NEB e
F127, com ou sem incorporagao de IFN-y.

NE, Centrifugacgio Aspecto Condgtiv_i1dade pH
Dispersio (S.cm™)
ou - ~25°C ~5°C Antes Depois Antes Depois Antes  Depois
Formulagao
1NEP N N TL TL 2,39 3,01 7,20 7,22
3NEP N N TL TL 2,26 2,52 7,40 7,50
1NEPIFN-y N N TL TL 7,61 8,08 7,10 7,00

3NEPIFN-y N N TL TL 7,20 7,25 7,20 7,00

10NEB N N TL L. 11,73 11,70 743 7,44
11NEB N N TL TL 9,32 8,84 7,48 7,45
10NEBIFN-y N N TL TL 57,70 54,60 7,00 6,85

11NEBIFN-y N N TL T 11,31 13,04 7,15 6,80

F127-10 N N TL TL 10,88 12,06 732 7,18
F127-50 N N TL TL 10,02 10,25 727 7,18
F127-10IFN-y N N TL TL 8,30 11,30 732 717

F127-50IFN-y N N TL TL 10,75 11,16 7,28 7,19

Onde: N = Normal; TL = translucido liquido; TG = translucido gel; SF = separagao de fases.

As nanoemulsdes e formulagdes correspondentes apds a incorporacido de
IFN-y apresentaram valores de condutividade elétrica >1,3 uS.cm™ o que as
classifica como nanoemulsbées do tipo O/A. Enquanto as micelas mantiveram
condutividade em torno de 11,0 uS.cm™. Os valores de pH obtidos antes e ao final
do teste de estabilidade, independente do sistema, permaneceram em torno de

7,0 (Tabela 15).
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8.2 Estabilidade Acelerada

Os resultados das analises fisico-quimicas dos sistemas NEP, NEB e F127

sob condicbes extremas de temperatura estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Parametros obtidos por meio das analises fisico-quimicas antes (0) e
apos (45 e 90 dias) da realizagdo dos testes de estabilidade acelerada das

formulacdes relativas aos sistemas NEP, NEB e F127.

pH
Formulagéo Tempo (dias)

0 45 90
1NEPIFN-y 7,10 £ 0,01 6,51+ 0,16 6,00 £ 0,10
3NEPIFN-y 7,00+ 0,05 6,22 + 0,49 6,68 + 0,36
10NEBIFN-y 7,00 £ 0,10 6,80+ 0,17 6,10 + 0,05
11NEBIFN-+y 7,20 £ 0,10 6,40 + 0,35 5,84 + 0,35

F127-10IFN-y 7,70 £ 0,20 4,26 + 2,91 5,00 £ 1,29
F127-50IFN-y 7,80 + 0,10 5,94 + 0,91 5,50+ 0,12
Formulacdo Condutividade (uS cm™)
Tempo (dias)

0 45 90
1NEPIFN-y 6,74 £0,10 7,72 £ 0,54 7,81+0,18
3NEPIFNy 4,84 +0,10 7,13+2,23 6,20 + 3,20
10NEBIFN+y 37,80 +0,20 42,37 £ 1,24 41,63 £ 2,32
11NEBIFN+y 6,44 £ 0,50 7,20 + 0,56 6,99 + 0,61

F127-10IFN-y 10,10 +0,30 11,23 £ 0,45 10,92 + 1,72
F127-50IFN-«y 9,50 £ 0,15 9,37 £ 2,07 9,87 +1,10
As formulagdes, independentemente do sistema, apresentaram

translucidez e homogeneidade visual durante todo o periodo do teste, exceto a

formulacédo F127-10IFN-y que deixou de ser translucida a partir de 30 dias.
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Os valores obtidos para o pH das formulacbes apresentaram redugao com
o decorrer do estudo, mas mantiveram-se em torno de 6 apos 90 dias, enquanto a
condutividade elétrica manteve-se superior a 1,3 uS.cm™. Os dados para a
formulagédo F127-10IFN-y mostraram maior variagédo de pH e para a formulagao
10ONEPIFN-y o valor da condutividade em torno de 40 pS.cm™ indica
hidrofilicidade bem superior a das outras formulagdes (Tabela 16).

A Figura 41 apresenta os dados de perfil médio das curvas de fluxo e de
viscosidade das formulagdes desenvolvidas durante o periodo em que
apresentaram mantiveram os seus respectivos perfis, quando se considera a
analise estatistica. Os dados foram obtidos a cada 45 dias seguindo-se as
mesmas condigbes dos testes de caracterizagdo reoldgica apresentados no
capitulo 4.

Observa-se na Figura 41a por meio das médias de fluxo estatisticamente
similares, que as formulagdes nanoemulsionadas apresentaram fluxo ascendente
e descendente linear e sem variagao significativa de perfil Newtoniano durante
todo periodo avaliado (90 dias - 1NEPIFN-y, 3NEPIFN-y, 10NEBIFN-y e
11NEBIFN-y, p > 0.05), assim como a micela F127-50IFN-y (90 dias, p > 0.9874),
que também manteve perfil ndo-newtoniano. O perfil da formulagdo F127-10IFN-y
variou significativamente durante o periodo avaliado, porém estabilidade pelo
periodo de 45 dias (p = 0.9141).

O perfil de viscosidade de cada formulacdo, apresentado por meio das
médias no periodo de manutengao estatisticamente significativo, esta registrado

na Figura 40b, onde se observa que os perfis das formulagdes 3NEPIFN-y e

10NEBIFN-y variaram significativamente durante o periodo de estabilidade
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acelerada, as quais apresentam estabilidade limitada a 45 dias (p = 0.0654 e

0.9921 respectivamente).

(a) 10 ANEPINF-y 10NEBINF-y F127-10INF-y
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Figura 41. Curva de fluxo (a) e viscosidade (b) média das formulacdes durante o

periodo de estabilidade apresentado por cada formulagéo (25°C).

*(a) INEPIFN-y (90 dias; p = 0.9880); 3NEPIFN-y (90 dias; p = 0.5583); 10NEBIFN-y (90 dias; p =
0.6723); 11NEBIFN-y (90 dias; p = 0.9727); F127-10IFN-y (< 45 dias; p = 0.9141); F127-50IFN-y
(90 dias; p = 0.9874); (b) 1INEPIFN-y (90 dias; p = 0.1773); 3NEPIFN-y (< 45 dias; p = 0.0654);
10NEBIFN-y (< 45 dias; p = 0.9921); 11NEBIFN-y (90 dias; p = 0.0791); F127-10IFN-y (90 dias; p
= 0.9999); F127-50IFN-y (90 dias; p = 0.9998).
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As formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y, F127-10IFN-y e F127-50IFN-y
apresentaram perfil de viscosidade significativamente semelhante durante os 90
dias (p > 0.05).

Os valores registrados para as medidas de potencial zeta das formulagbes
durante o periodo de estabilidade acelerada (0, 45 e 90 dias) sdo apresentados
na Figura 42. Observa-se que os valores de potencial { das NEs mantiveram-se
negativos e entre -30 e -40 mV e, praticamente, nulo para as micelares nao
apresentando variagao significativa durante todo o periodo de estudo (p > 0,05).
Em virtude das instabilidades nas medidas a formulagédo F127-10IFN-y n&o foi

avaliada em fungao do tempo (Figura 42).
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Figura 42. Valores de potencial Zeta das formulagdes produzidas durante o
periodo de estabilidade acelerada (0, 45 e 90 dias).

*Comparando os tempos do teste, considerando o mesmo grupo. F = 0.0015, p = 0.9985; F
41834, p = 0.0727; F = 1.0515, p = 0.4077; F = 2.7495, p = 0.1418; #Separacao fases; F
3.8278, p = 0.0983 (ANOVA).
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A Figura 43 apresenta os valores médios do diametro hidrodindmico das
formulagbes produzidas obtidos durante o periodo de estabilidade acelerada (0O,
45 e 90 dias).

Os diédmetros meédios hidrodindmicos das formulagdes 1NEPIFN-y,
11NEBIFN-y e F127-50IFN-y ndo apresentaram variagao significativa durante todo
o periodo de estudo (p > 0,05) e médias de 301,56; 97,97 e 13,97 nm,
respectivamente. Ao contrario, as formulacbes 3NEPIFN-y e 10NEBIFN-y

apresentaram variagdes nos valores durante o periodo do estudo.
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Figura 43. Valores médios de diametro hidrodinamico das formulagbes

produzidas durante o periodo de estabilidade acelerada (0, 45 e 90 dias).
*Comparando os tempos do teste, considerando o mesmo grupo. F = 4.600, (p) = 0.0600; F
27.4829, p < 0.01; F = 17.5779, p = 0.0038; F = 0.5340, p = 0.6151; #Separacao de fases; F
4.9425, p = 0.0538 (ANOVA).
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A avaliacdo da dosagem de interferon gamma incorporado as formulagoes
durante o periodo de estabilidade acelerada é apresentada na Figura 44. Os
dados da figura indicam que a concentragdo de interferon gamma apresentou
tendéncia de reducao ao longo do periodo do estudo em todas as formulagdes,
contudo a formulagdo 1NEPIFN-y, variou pouco em relagéo ao valor inicial (para
0), e as amostras 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y n&o apresentaram variagao
significativa durante o periodo avaliado (p > 0,05) e médias de 90,87, 91,95 e
85,13 ng.mL'1, respectivamente. A formulagdo 10NEBIFN-y ndo manteve a

dosagem adequada da citocina a partir de 45 dias.
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Figura 44. Dosagem de interferon gamma nas formulagdes durante o periodo de

estabilidade acelerada.

*Comparando os tempos do teste, considerando o mesmo grupo. F = 0.7956, p = 0.5035; F =
0.2675, p = 0.7768; F= 6.4788, p = 0.0414; F= 2.837, p = 0.1502; Separacao de fases; F = 0.9336,
p = 0.5334 (ANOVA).
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Das formulagdes avaliadas, 1NEPIFN-y, 3NEPIFN-y, 10NEBIFN-y,
11NEBIFN-y, F127-10IFN-y e F127-50IFN-y foram aprovados nos testes de
estabilidade preliminar. As formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-501FN-y
apresentaram estabilidade em condicdes extremas durante 90 dias, apresentando
pH biocompativel, manutencao significativa do perfil reolégico, Dy, potencial ¢ e
dosagem do IFN-y, apresentando-se adequadas para aplicagdes bioldgicas, ao
considerarmos a possibilidade de administracdo parenteral, e foram empregadas

para os ensaios bioldgicos.
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CAPITULO 9
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9 RESULTADOS: ENSAIOS BIOLOGICOS

9.1 Ensaio Biolégico

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios
bioldgicos realizados empregando-se as formulagées 1NEPIFN-y, TINEBIFN-y e
F127-50IFN-y. Os ensaios realizados foram: (i) avaliacao de viabilidade celular; (ii)
liberacdo de anion superoxido; (iii) fagocitose; (iv) atividade microbicida; (v)
avaliacdo da permeabilidade celular ao iodeto de propidio e (vi) de liberagao de

calcio intracelular.

9.2 indice de viabilidade

Os testes de indice de viabilidade celular dos fagécitos MN do sangue
periférico humano tratados com diferentes formulagbes (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y
e F127-50IFN-y, e com controle PBS) e tempos de incubacgao (0; 0,5; e 24 h), séo
apresentados na Figura 45. Os fagécitos tratados com as formulagdes
nanoemulsionadas apresentaram indice de viabilidade celular significativamente
superior nos tempos de 0.5 e 24 h quando comparados aos outros grupos.

A viabilidade celular do grupo controle mostrou reducao significativa apos
24h de incubagao, mesmo perfil apresentado pelo tratamento com NEPIFN-y (p <
0.05). Enquanto que os grupos 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y n&o apresentaram

alteragao da viabilidade celular em virtude do tempo de incubacgao.
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Figura 45. indice de viabilidade celular dos fagécitos MN do sangue periférico
humano com diferentes tratamentos (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y, e

como controle o PBS) e tempos de incubacgao (0; 0,5; e 24 h).

*comparando o grupo controle (sem tratamento) com os grupos tratados considerando o mesmo
tempo de incubacgéo. F = 12.8818 e p < 0.0003; F =9.217 e p < 0.0012 (ANOVA).

#comparando os tempos de incubagao, considerando o mesmo tratamento. F = 15.0661, p<
0.0001 e F =4.5191, p < 0.0338 (ANOVA).

9.3 Liberagcao de anion superoxido

As avaliagdes da liberacdo do anion superoxido pelas células do sangue
periférico humano na presencga bactéria e dos diferentes estimulos (1NEPIFN-y,
11NEBIFN-y e F127-50IFN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a disperséo F127-
50, e as nanoemulsdes 1NEP e 11NEB) e tempos de incubacao (0; 0,5; 1 e 2 h)

s&o apresentadas na Figura 46.
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Quando os fagocitos MN foram tratados com as nanoemulsdes contendo
ou nao o ativo, a liberacado de anion foi significativamente superior a espontanea
(PBS) para todos os tempos. A liberagcdo do anion demonstrou nao ser
influenciada pela dispersao e formulacdo correspondente

(F127-50INF-y)

desenvolvidas e pelo tempo de incubagao (Figura 46).
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Figura 46. Liberacdo de anion superéxido das células MN do sangue periférico
humano na presenca de E. coli em diferentes tratamentos (1NEPIFN-y,
11INEBIFN-y e F127-501FN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a dispersao F127-

50, e as nanoemulsdées 1NEP e 11NEB) e tempos de incubacéo (0; 0,5; 1 e 2 h).
*comparando o grupo controle com os grupos tratados considerando o mesmo tempo de
incubagéo. F = 226,4885, (p) < 0.0001; F = 242,7824, (p) < 0.0001; F = 259,3968, (p) < 0.0001; F
= 235,3631 e (p) < 0.0001. Comparando os tempos de incubacdo, considerando o mesmo
tratamento. F> 0,1 e (p) > 0,05 (ANOVA).
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9.4 Avaliagao da fagocitose

As avaliagbes da fagocitose da E. coli pelas células do sangue periférico
humano na presenca de diferentes estimulos (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-
50IFN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a dispersdao F127-50, e as
nanoemulsées 1NEP e 11NEB) e tempos de incubagcdo (0; 0,5; 1 e 2 h) sdo
apresentadas na Figura 47.

O IFN-y estimulou significativamente a fagocitose nos instantes inicial
(zero) e 0.5h de incubagao, quando comparados aos indices observados para o
grupo espontaneo (PBS). As células na presenga da formulagdo 1NEP
demonstraram aumento significativo na fagocitose apenas no tempo zero e a
F127-50 nao influenciou a fagocitose. Ja a nanoemulsédo 11NEB reduziu os
indices de fagocitose, significativamente em 0.5h e 2h, comparando-se com os
mesmos tempos do grupo espontaneo. As células tratadas com a formulagao
1NEPIFN-y foram significativamente estimuladas aumentando a fagocitose em
todos os tempos de incubacgéo. Para as formulagées F127-501FN-y e 1TINEBIFN-y
a fagocitose foi superior a observada para a espontanea exclusivamente nos
tempos de incubacao de 30 mim e 1h, respectivamente.

Quando se compara os tempos de incubagao para o mesmo tratamento, o
IFN-y estimulou a fagocitose significativamente com 0,5 h de incubagao, enquanto
que com as formulagbes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y apresentaram
aumento significativo da fagocitose, para os tempos maiores do que 0,5 h, quando

se compara ao grupo controle PBS (Figura 47).
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Figura 47. indice de Fagocitose das células MN do sangue periférico humano na
presenca de E. coli em diferentes tratamentos (1INEPIFN-y, 1INEBIFN-y e F127-
50IFN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a dispersdao F127-50, e as
nanoemulsdées 1NEP e 11NEB) e tempos de incubagéao (0; 0,5; 1 e 2 h).

*°comparando o grupo controle (sem tratamento) com os grupos tratados considerando o mesmo
tempo de incubacgdo. F = 15.4535 e p < 0.0001; F = 33.0145 e p < 0.0001; F = 8.4092 e p <
0.0001; F =16.3312 e p < 0.0001 (ANOVA).

#comparando os tempos de incubagdo, considerando o mesmo tratamento. F = 3.5475, p< 0.0379; F=
8.9250, p< 0.0013; F = 33.7026, p< 0.0001; F = 28.6823, p< 0.0013 e F = 5.4204, p < 0.0092 (ANOVA).

9.5 Atividade Microbicida

A atividade microbicida dos fagocitos do sangue periférico humano
incubados com diferentes estimulos (1NEPIFN-y, 11INEBIFN-y e F127-50IFN-y, e
como controles o IFN-y, PBS, a dispersdo F127-50, e as nanoemulsdes 1NEP e

11NEB) e tempos de incubacdo (0; 0,5; 1 e 2 h) na presenga de E. coli estao

apresentados na Figura 48.
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Figura 48. Atividade bactericida das células MN do sangue periférico humano na
presenca de E. coli em diferentes tratamentos (1INEPIFN-y, 1INEBIFN-y e F127-
50IFN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a dispersdo F127-50, e as
nanoemulsdées 1NEP e 11NEB) e tempos de incubagéo (0; 0,5; 1 e 2 h).

°comparando o grupo controle (sem tratamento) com os grupos tratados considerando o mesmo
tempo de incubagéo. F = 10.6760 e p < 0.0001; F =4.7691 e p = 0.0012; F = 9.1092 e p < 0.0001;
F =10.4002 e p < 0.0001 (ANOVA).

#comparando os tempos de incubagao, considerando o mesmo tratamento. F = 4.8064, p =
0.0142; (ANOVA).

O as células tratadas com nanoemulsao, independentemente da presenga
do IFN-y, reduziram a atividade microbicida em praticamente todos os tempos de
incubagcdo quando comparados aos fagdcitos nao tratados. Ja a dispersao F127-
50, bem como sua formulagao, nao influenciaram a atividade microbicida.

Os indices microbicidas ndo demonstraram diferenca quando comparado
os tempos de incubagao, considerando o mesmo tratamento, exceto para o IFN-y

em 0.5 h (Figura 48).
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9.6 Avaliagao da permeabilidade celular ao iodeto de propidio

Os resultados da viabilidade por meio da permeabilidade celular ao iodeto
de propidio dos fagdcitos MN, de células MCF-7 de cancer de mama humano e
da mistura dos mesmos, com os respectivos estimulos (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y
e F127-50IFN-y, e como controles o IFN-y, PBS, a dispersdao F127-50, e as

nanoemulsées 1NEP e 11NEB) s&o apresentados na Figura 49.
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Figura 49. indice de viabilidade celular dos fagécitos MN e das células MCF-7 de
cancer de mama humano, e sua mistura, indicado pela intensidade de
fluorescéncia média de permeabilidade celular ao iodeto de propidio, para os
estimulos (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y, e como controles o IFN-y,
PBS, a dispersao F127-50, e as nanoemulsdes 1NEP e 11NEB).

*comparando o grupo controle (sem tratamento) com os grupos tratados considerando o mesmo
tipo de células. F = 31.5700, F = 25.5800 e F = 55.6670 respectivamente e p < 0.0001 (ANOVA).
#comparando os diferentes tipos de células, considerando o mesmo tratamento. F = 13.3320, p<
0.0019; F = 10.2033, p< 0.0042 respectivamente (ANOVA).
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O IFN-y em solugdo foi capaz de promover a morte significativa dos
fagocitos MN e das células MCF-7 de cancer de mama humano isoladas ou em
associagdo com MN, quando comparados a todos os grupos. Além disso,
comparando-se os diferentes grupos de células, a solugado de IFN-y foi especifica
na reducao da viabilidade das células MCF-7 e da co-cultura comparando-se aos
fagocitos MN (Figura 49).

As células MCF-7 de cancer de mama humano quando foram tratadas com
a nanoemulsao 1NEPIFN-y, sofreram uma redugdo de viabilidade, quando se
compara com os outros grupos. Na comparagao dos diferentes grupos de células,
a nanoemulsdo 1NEPIFN-y foi especifica na redugéo da viabilidade das células
MCF-7 e na co-cultura quando se compara aos fagécitos MN. Em resumo, a
formulagdo nanoemulsionada 11NEBIFN-y foi capaz de promover a morte das
células MCF-7 de cancer de mama humano e quando em co-cultura, quando
comparada aos diferentes grupos celulares e também aos grupos controle

tratados.

9.7 Liberacgao de calcio intracelular

Os resultados de liberagdo de Ca®" intracelular dos fagdcitos MN e de
células MCF-7 de cancer de mama humano, quando encubados com o0s
respectivos estimulos (1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y, e como
controles o IFN-y, PBS, a dispersdo F127-50, e as nanoemulsées 1NEP e 11NEB)

sao apresentados na Figura 50 e Tabela 17.
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Figura 50. Liberagdo intracelular de Ca®" dos fagdcitos MN sanguineos e das
células MCF-7 de cancer de mama humano indicado pela intensidade de

fluorescéncia.

Os fagocitos MN do sangue periférico humano quando tratados com as

nanoemulsées 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e a micela F127-50IFN-y, aumentaram a

liberacao de Ca®" intracelular.
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Tabela 17. Liberagao intracelular de Ca®* dos fagdcitos MN e das células MCF-7
de cancer de mama humano indicado pela intensidade de fluorescéncia.

Intensidade de Fluorescéncia (%)
Formulagao e

controles Fagoécitos MN
Fagécitos MN  Células MCF-7 +

Células MCF-7
PBS + BSA 8.90+3.5 5.93+0.64 4.24 + 0.30"
IFN-y 11.73+3.9 3.29+0.88 3.40+£0.36
1NEP 511+1.9 1.48 £ 0.11 1.40+0.10
11NEB 3.64+1.5 1.48 £ 0.17 1.70 £ 0.38
F127-50 10.65+£3.5 5.94+0.16 4.76 + 0.52*
1NEPIFN-y 27.67 £ 15.4* 1.48 £ 0.15 1.38 £ 0.07
11NEBIFN-y 15.48 + 7.4 1.44 £ 0.08 1.39 £ 0.06

F127-501FN-y 63.16 £ 18.0*  6.94+0.96 5.11 + 0.85*

Comparando o grupo controle (sem tratamento) com os grupos tratados. *F=10.2130, °F= 61.9800 e
*F=42.8830, respectivamente e p < 0. 0001 (ANOVA).

Houve reducdo na liberagdo de Ca®' intracelular pelas células MCF-7
quando tratadas com as nanoemulsdes, comparada a liberagdo dos grupos
controle. Quando estas células foram tratadas pela micela F127-50IFN-y se
observou aumento de liberacdo de Ca®" intracelular, quando se compara com os
grupos controle PBS + BSA e IFN-y.

A co-cultura de fagocitos MN com as células MCF-7 de cancer de mama
tratadas com F127-50IFN-y apresentaram o perfil de liberagao de Ca?" simular ao

das células MCF-7 isoladas.
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CAPITULO 10
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10 DISCUSSAO

No presente estudo foram desenvolvidas trés novas formulagdes para
veiculagdo de nanodoses da citocina interferon gamma com o objetivo de
investigar a sua utilizagdo como agente imunomodulador da atividade funcional
dos fagocitos do sangue periférico e de células de cancer de mama humano.
Foram produzidos dois tipos de sistemas nanoemulsionados (NEBIFN-y e
NEPIFN-y) e o terceiro com micelas nanoestruturadas (F127-IFN-y).

Conforme foi mencionado, apesar de as nanoemulsdes, serem sistemas
termodinamicamente instaveis, a otimizacdo da mistura de tensoativos hidrofilicos
e lipofilicos por meio do calculo de EHL, tem levado a resultados consistentes que
indicam a producédo de NEs estaveis, apesar do valor de EHL ser um parametro
empirico (BERNARDI et al., 2011; FERNANDES et al., 2014; FRYD; MASON,
2012; KABRI et al., 2011; LAWRENCE; REES, 2012). Neste trabalho empregou-
se esta metodologia para obter nanoemulsdes estaveis por no minimo 90 dias.

A fracao da mistura de tensoativos utilizada para o desenvolvimento das
nanoemulsdes, independentemente do co-tensoativo, na razdo 3,5:5,5:1,0,
proporcionou um valor de EHL igual ao requerido pelo triglicérides de acido
caprico/caprilico. O ajuste do EHL requerido pela fase oleosa permitiu a
diminuicdo do tamanho final da goticula e resulta em sistemas com maior
tendéncia a estabilidade, conforme se espera (HOUSAINDOKHT; POUR, 2012).
Foi possivel verificar que o emprego desta técnica possibilitou a obtengcédo de
diagramas pseudoternarios com amplas areas relativas a sistemas estaveis, pois
eles representam uma ferramenta para determinar em quais condicdes o0s

sistemas translucidos sédo formados e as propor¢cdes dos componentes relativos a
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outros tipos de estruturas que também poderiam ser sintetizados (ABOOFAZELI
et al., 1995; FRYD; MASON, 2012).

Neste trabalho, foram observadas grandes areas de dominios de sistemas
translucidos na parte superior dos diagramas. Os resultados mostraram que
proporgoes de tensoativo acima de 35 % para o sistema SP/TW/P e de 45 % para
o SP/TW/B resultaram em NEs homogéneas e translucidas, em acordo com os
resultados encontrados na literatura (BERNARDI et al., 2011; PENG et al., 2010).

Nos diagramas obtidos para o sistema SP/TW/B observa-se uma regiao
maior relativa aos sistemas nanoemulsionados quando se compara ao sistema
SP/TW/P. O co-tensoativo B promoveu a formagao de NEs com até 20 % de fase
aquosa, ja o co-tensoativo P limitou a formagédo a 15 %. A presenca do co-
tensoativo na formulagdo da nanoemulsdo € importante para reduzir a
concentracdo de tensoativos, melhorar a mobilidade das cadeias de
hidrocarbonetos e permitir maior penetracdo do 6leo na camada interfacial,
consequentemente melhorando a eficiéncia de emulsificacdo (CHIME;
KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; LI et al., 2010).

Segundo dados da literatura, os diagramas pseudoternarios sao
ferramentas importantes para a obtencado de sistemas translucidos, no entanto,
eles nao garantem a estabilidade destes sistemas ao longo do tempo ou sob
condicbes especiais, sendo necessaria a realizagdo de outros tipos de testes
(RIBEIRO et al., 2015). Por exemplo, analises reoldgicas fornecem informagdes
sobre os parametros relativos a estabilidade fisico-quimica das nanoemulsoes,
obtendo-se dados relativos a estrutura do produto que permitem o
acompanhamento de modificagdes decorrentes de processos de desestabilizagcado

(CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA, 2014).
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As propriedades reologicas de dispersdes coloidais dependem do tipo,
forma, densidade e niumero de componentes presentes na formulagao, bem como
das interagcdes entre eles (FRYD; MASON, 2012). Assim, mudancgas
microestruturais interferem nas propriedades reolégicas do sistema (ACHARYA,;
HARTLEY, 2012). No caso dos sistemas emulsionados translucidos liquidos, eles
exibem normalmente um comportamento newtoniano com viscosidade constante
para uma grande faixa de taxa de cisalhamento (ACHARYA; HARTLEY, 2012;
ROJAS et al.,, 2009) e, nos casos de géis, apresentam comportamento n&o-
newtoniano com variagdo de viscosidade (PESTANA et al., 2008). Nesta
investigacdo, os resultados obtidos da caracterizagdo reoldgica das NEs
indicaram que a maioria delas, bem como das formulagcbes correspondentes,
apresentaram perfil Newtoniano, sendo portanto adequadas para uma possivel
veiculagdo oral ou parental (SHARMA et al., 2010), que sdo as vias de
administragdo mais indicadas para agentes imunomoduladores. Estas
formulagdes também nao apresentaram variacdes de viscosidade numa faixa de
cisalhamento de no minimo 0 a 20 1/s.

Para a otimizacdo das formulagdes nanoemulsionadas considerou-se o
comportamento Newtoniano com baixa viscosidade como condicdo para a
selecdo, visando possivel aplicagdo parenteral, estas caracteristicas séao
indicadas para formulacdes dedicadas a esta via de administracdo, uma vez que
a administracdo de emulsdes de alta viscosidade pode ser muito dolorosa para o
paciente (BRUXEL et al., 2012).

As caracteristicas reoldgicas das micelas nanonanoestruturadas (MNPs), e
das formulagbes correspondentes, se mostraram diferentes daquelas obtidas para

as NEs. As dispersdes e formulagbes nanoestruturadas apresentaram perfil ndo-
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newtoniano pseudoplastico com tixotropia. Por exemplo, os valores de
viscosidade obtidos para as formulagbes F127-10IFN-y e F127-50IFN-y sao pelo
menos, mil vezes inferiores aos das nanoemulsdes. Em adicdo elas também
tiveram uma reducdo gradual e homogénea da viscosidade em funcdo da
temperatura para a faixa investigada.

Em resumo, as MNPs caracterizam-se como liquidos de viscosidade
reduzida, mesmo apresentando comportamento n&o-newtonianas, sao
perfeitamente adequadas para a administracao parental (SHARMA et al., 2010).
Com excegao da formulagdo F127-250IFN-y que apresentou variagao grande de
viscosidade a partir de 19°C, sendo um indicativo de alteragdo do estado fisico.
Adicionalmente, as avaliagbes oscilatérias e a analise do angulo de defasagem
mostraram que a amostra F127-250 € caracterizada como sodlido com
caracteristicas predominantemente elasticas a temperatura ambiente, conforme
se espera para sistemas a base de pluronic (NAMBAM; PHILIP, 2012;
SHAHRIVAR; VICENTE, 2014; SOGA et al., 2005). Esta caracteristica termo
sensitiva do Pluronic-F127, foi empregada para otimizar a liberag&do sustentada de
IL-1Ra com o objetivo de prolongar o seu potencial terapéutico (AKASH et al.,
2012).

O estudo do comportamento de gelificacdo das formulagdes contendo os
copolimeros carreadores de drogas € interessante para estabelecer parametros
adequados para a aplicagdo das mesmas, uma vez que a transi¢cao sol-gel
depende da temperatura. A temperatura na qual o gel é formado costuma ser
referida como temperatura de transicdo sol-gel, Tso.gel. Al€ém disso, quanto maior a
concentracao de F127 presente na formulagcdo menor é a temperatura relativa a

gelificacdo (SHAHRIVAR; VICENTE, 2014). Neste trabalho observou-se para a
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formulacdo F127-250IFN-y Tsogel de 19°C, em acordo com a literatura onde os
valores de Tsogel €std0o na faixa de 25 e 19°C considerando-se diferentes
concentracédo (JONES et al., 2009; SHARMA et al., 2008).

Outro parametro importante é a temperatura micelar critica (TMC) do
copolimero, que é a temperatura a partir da qual, numa dada concentragao, as
moléculas comegam a se agregar em micelas. O empacotamento micelar e a
fragdo de volume devem estar relacionados ao mecanismo de formagéo do gel. A
medida que a temperatura aumenta acima da temperatura micelar critica, micelas
sdo formadas, inevitavelmente aumentando a fragdo de volume ocupada pelos
grupos constituintes das micelas (BOHORQUEZ et al., 1999; SONG et al., 2000).
O aumento de temperatura implica em um aumento da fracdo de volume micelar,
até que se atinja um valor critico. A gelificacdo pode ser atribuida a desidratagao
dos grupos hidrofébicos do copolimero no nucleo micelar, a variagdo do volume
micelar (SONG et al., 2000) ou a um aumento no numero de agregados
(BOHORQUEZ et al., 1999). De acordo com a literatura, para o copolimero F127,
a TMC para a formagao de micelas é de 12°C (JEON et al., 2002; SONG et al.,
2000). Portanto, em determinadas concentragdes do copolimero, 0 aumento da
temperatura promove um maior entrelagamento das cadeias poliméricas
contribuindo para a formagéao de géis (MARTINS et al., 2009).

O potencial do sistema F127-250 para veiculagdo de citocinas nao foi
negligenciado, no entanto, considera-se que sistemas com transigao liquido/sélido
tenham aplicagao especificas, os quais no momento ndo foram contempladas nos
objetivos deste trabalho.

A dispersao de luz € uma técnica de rotina para determinacédo do diametro

hidrodindamico (Dy), e a polispersividade de sistemas coloidais nanoestruturados
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(FRYD; MASON, 2012). Em adicao, o potencial zeta também ¢é obtido no mesmo
equipamento empregado para as analises EDL. Nossos resultaram mostraram
que o sistema NEP, independente da incorporagao do ativo ou nao, apresentou
potencial ¢ em torno de - 40 mV, polidispersividade entre 0,30 e 0,45, mas com
tendéncia a reducdo do didmetro das goticulas nas formulagbes com a
incorporagdo do IFN-y. A formulacdo 5NEP apresentou indicativo de
desestabilizagéo, pois apresentou Dy elevado e variagado do potencial ¢, tendendo
a zero para a formulagdo correspondente apdés a ultra homogeneizagdo e
incorporagdo do IFN-y. Para as formulagdes selecionadas deste sistema, a
1NEPIFN-y e a 3NEPIFN-y, obteve-se valores de Dy iguais a 205 nm e 183 nm,
com Pdi de 0,41 e 0,38, respectivamente.

As NEs e formulagdes do sistema NEB apresentaram valores de potencial
¢ entre -30 e -40 mV, polidispersividade entre 0,20 e 0,45. Diferentemente do que
ocorreu para o sistema NEP, com a incorporagédo do IFN-y houve tendéncia a de
aumento do valor do Dy. As formulagdes seleciondas 10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y
apresentaram Dy de 97,42 e 75,55 nm, respectivamente, ambas com Pdi 0,22,
tendo sido escolhidas em virtude das menores variagdbes de diametro
hidrodinamico, Pdi e perfil reolégico satisfatorio.

A pesar destas tendéncias de variacdo do Dy, apds a incorporagao de
nanodoses do IFN-y ndo houve modificagdes significativas e nem indicativo de
clara relacGo com aumento ou diminuicdio do Dy para os sistemas
nanoemulsionados, podendo as variagdes dos diametros hidrodindmicos estar

relacionadas com as forgas idnicas de superficie indicadas pelo potencial .
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O potencial ¢ negativo das formulacbes NEs poderia facilitar o acesso da
molécula de IFN-y a interface, devido a atragao eletrostatica, uma vez que o IFN-y
em pH neutro tende a apresentar carga positiva. Contudo, houve dificuldades de
determinar sua presencga na regido dispersa, dispersante e /ou na interface em
virtude da baixa concentragédo de IFN-y.

Resultados de trabalhos realizados apontam que a interagdo entre a
formulacdo e a proteina ndo deve conduzir a mudangas conformacionais ou
permanentes para ndo causar efeitos biolégicos indesejados, tais como a perda
de atividade ou toxicidade. A adicdo de agentes tensoativos, tais como Tweens e
Pluronics, resultou em um aumento da capacidade do IFN-y permanecer bioativo
(BAM; RANDOLPH; CLELAND, 1995). A interacéo entre o IFN-y e os agentes
tensoativos pode ser principalmente eletrostatica, no entanto, a proteina pode ser
parcialmente incorporada a porcao hidrofébica em funcdo da presenca de regides
hidrofébicas na estrutura do IFN-y (VAN SLOOTEN et al.,, 2000). Ambos
mecanismos, podem desempenhar um papel importante na interacéo entre o IFN-
v, 0s tensoativos, a fase oleosa e aquosa e/ou copolimero F-127. Portanto, em
funcdo das caracteristicas anfifilicas e da conformagdo tridimensional de
moléculas proteicas, como o IFN-y, o IFN-y poderia estar disperso na fase
tensoativa, também anfifilica, das nanoemulsdes. Esta hipotese de interacéo
proteina-tensoativo por meio de residuos hidrofébicos de ambas as moléculas,
inclusive para micelas de F-127, ja foi relatada na literatura (ENGLAND, 1999;
PEC; WOUT; JOHNSTON, 1992) e acredita-se que em varios casos, a interagao
hidrofébica seja mais importante do que a interacdo eletrostatica (MANIASSO,

2001).
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A grande quantidade de tensoativos, quando comparado a do IFN-y poderia
explicar o fato de que mesmo se o IFN-y, carregado positivamente em pH 7, se
associasse com a fase tensoativa por meio de interacbes eletrostaticas, nao
afetaria de forma significativa o potencial zeta negativo das nanoemulsdes. Além
disso, em virtude da baixa presenca de IFN-y na superficie das nanoestruturas se
esperaria uma pequena influéncia da sua adicdo sobre o diametro hidrodinamico,
conforme foi observado para algumas das formulagdes.

E interessante mencionar resultados de IFN-y encapsulado na matriz de
nanoparticulas de albumina resultando em formulagdes que visaram o controlo de
infecgbes causada por Brucella sp. (SEGURA et al., 2007) e do IFN-y veiculado
em lipossomas para atuagédo como adjuvante com vacinas antivirais (SLOOTEN
et al., 2001) e anti-tumorais (SLOOTEN et al., 2000).

O sistema F127 independente da concentracdo do ativo é formado por
micelas com tamanhos hidrodindmicos de 26 e 5 nm, para os sistemas F127-
10IFN-y e F127-50IFN-y, respectivamente. Estes dados estdo de acordo com
resultados descritos da literatura, mostrando micelas de F127 da ordem de 6 nm,
e que a adicdo de substancia ativa eleva de forma moderada o tamanho da
micela (PY-DANIEL et al., 2016).

O potencial ¢ desempenha um papel importante na estabilizacdo de NEs,
pois reflete o potencial superficial das goticulas. Este potencial depende do grau
de ionizagao dos tensoativos e, portanto, do pH (BENITA; LEVY, 1993), tornando-
se mais negativo com o aumento do pH. Os elevados valores de potencial ¢
obtidos para as formulagdes nanoemulsionadas indicam que foram produzidas

dispersdes coloidais com caracteristicas idnicas que impedem a coalescéncia
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entre as goticulas, indicando estabilidade adequada (HONARY; ZAHIR, 2013;
LAWRENCE; REES, 2012).

O valor negativo de ¢ pode ser atribuido a possivel presenca de cargas
superficiais negativas oriundas de grupos carboxilas e hidroxilas presentes na
regidao polar das moléculas dos tensoativos tween e span 80, uma vez que a
dissociagao destas colaboram para o aumento do pH e consequentemente dos
valores do potencial C.

Para as formulacbes NEPIFN-y a interacdo eletrostatica do IFN-y,
positivamente carregado a pH 7, com os sistemas nanoemulsionados 1NEP e
3NEP pode ter sido mais eficaz. Os valores do potencial { das nanoemulsdes
1NEP e 3NEP iguais a -37,96 e - 41,27 mV, respectivamente diminuiram apos a
incorporagdo do IFN-y, obtendo-se valores de -34,43 e -38,00 mV para as
formulagdes 1NEPIFN-y e 3NEPIFN-y, respectivamente. Porém, no caso das
formulagbes NEBIFN-y os resultados ndo indicaram o mesmo tipo de interagao,
obtendo-se para as NEs 10NEB e 11NEB, valores de ( iguais a -32,30 e - 28,30
mV, respectivamente, os quais apds a incorporagdo de IFN-y tiveram uma
variagdo menor, aumentando para -33,70 e -30,30 mV para as formulacdes
10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y, respectivamente. Adicionalmente, no caso dos
sistemas F127, os resultados indicaram que pode ter ocorrido algum tipo de
interacdo eletrostatica do IFN-y com as dispersdées F127-10 e F127-50 pois os
valores do potencial ¢ iguais -1,86 e -2,17 mV, obtidos antes da incorporagao de
IFN-y diminuiu para a formulagdo F127-10IFN-y e ficou positivo para a F127-

50IFN-y (-1,54 e +2,95 mV, respectivamente).
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Os copolimeros em bloco, apresentam carater anfifilico em solugao aquosa
e tendem a se concentrar nas interfaces do sistema por adsorg¢ao visando reduzir
a energia livre do sistema onde se encontram. A medida que a concentracéo do
copolimero aumenta em uma solugdo, as interfaces do sistema comecam a se
saturar, e a estabilizagdo do sistema pode continuar por meio da formacao de
micelas. Conforme foi mencionado, os copolimeros em bloco possuem a
capacidade de se organizar em solugao, para certas faixas de concentragao e
temperatura, formando estruturas micelares. A concentracdo em que ha formagao
de micelas é denominada concentragdo micelar critica (CMC). Portanto, a
formagao das micelas estaveis em solugdo aquosa € impulsionada pela
hidrofobicidade das porg¢des apolares de suas moléculas, e pela hidrofilicidade
das porcdes polares (MANIASSO, 2001; ROSEN, 2004; ZHOU et al., 2011). As
micelas ndo sao estaticas, elas existem dentro de uma dinamica de equilibrio,
simplesmente como um agregado dindmico (MANIASSO, 2001). Este
comportamento poderia explicar os valores dos indices de polidispersividade
acima de 0,3 apresentados pelas dispersdes F127-10 e F127-50, bem como para
as formulagcées F127-10IFN-y e F127-50IFN-y. Em adi¢cdo, no caso dispersao
F127-10, a concentracdo do copolimero (10 mg.mL™), é proxima dos limites da
concentragdo micelar critica (CMC), podendo influenciar no aumento da
polidispersividade. Na formacdo micelar a diminuicdo da tensao superficial
ocasiona uma diminuicdo da entropia, neste caso considera-se a energia livre de
Gibbs menor do que zero o que permite a estabilidade termodinamica das micelas
nanoestruturadas preparadas em solugdes aquosas como as de PBS (WANG et

al., 2014). Portanto, as formas micelares e livres das moléculas do copolimero
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Pluronic estdo organizadas em um equilibrio dindmico para formar micelas
estericamente estabilizadas com reduzido potencial zeta (AGARWAL et al., 2007).
A reducgao do indice de polidispersividade a partir da homogeneizagaéo do
meio € um processo esperado durante a sintese de nanoemulsdes, visto que elas
dependem do tipo de agitacdo empregado e da ordem de adicdo dos
componentes (GHOSH et al., 2013), o que também se reflete no tamanho das
goticulas. As nanoemulsdes preparadas apresentaram diametro hidrodinamico
superior aos das micelas nanoestruturadas, o que esta de acordo com dados da
literatura (BONIFACIO et al., 2014; KIM et al., 2014; ONOUE; YAMADA; CHAN,
2014; SMITH et al.,, 2013). Observa-se na literatura resultados sobre o
desenvolvimento de nanoemulsées com goticulas da ordem de 100 nm ou inferior
(BERNARDI et al., 2011; CHIME; KENECHUKWU; ATTAMA, 2014; PRATAP et
al., 2012) e micelas com tamanhos na faixa de 5 nm (NAMBAM; PHILIP, 2012).
Além dos aspectos reoldgicos, das técnicas de espalhamento de luz, as
avaliacdes fisico-quimicas de estabilidade fornecem informacdes que indicam o
grau de estabilidade relativa de um produto em diversas condi¢gbes (PESSOA et
al., 2014; RIBEIRO et al., 2015). Por exemplo, o teste de centrifugagdo permite
avaliar a estabilidade de formulagdes, mas deve ser considerado como teste de
triagem, pois permite a observagao de separagao de fase que ocorre quando um
sistema é submetido a diferentes condi¢des gravitacionais (RIBEIRO et al., 2015).
Todas as formulagdes, independente do sistema e da temperatura,
preliminarmente mostraram estabilidade macroscépica apds a centrifugacao,
assim como, aspecto translucido e homogéneo durante todo o periodo dos testes,
0 mesmo ocorreu com as formulagdes incorporadas com IFN-y resultando em

NEs e dispersdes estaveis (TADROS et al., 2004).
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As propriedades fisico quimicas das dispersdes coloidais tais como a o pH
e a condutividade elétrica, os quais fornecem informacdes sobre a estabilidade de
dispersdes coloidais, podem variar com tratamentos térmicos (MARTIN; SINKO;
SINGH, 2011; RIBEIRO et al.,, 2015). As formulacbes sintetizadas foram
consideradas estaveis apos testes de resfriamento e/ou aquecimento. Os
resultados ndo mostraram grandes variagdes de valores de pH e condutividade
elétrica apo6s o estresse térmico e as formulacdes, independente do sistema,
apresentaram translucidez e homogeneidade visual durante todo o periodo de
realizagdo dos testes de estabilidade acelerada. O pH das formulagdes
apresentaram redugao com o decorrer do estudo, mas mantiveram-se na faixa 5,5
e 7,5. A condutividade elétrica manteve-se superior a 1,3 pS.cm'1. As alteragdes
de pH observadas nao foram suficientes para alterar a integridade das
nanoemulsdées, as quais mostraram-se biocompativeis, uma vez que no
organismo humano encontra-se valores que oscilam entre 4,5 a 7,0, dependendo
da regidao anatdmica do tecido (ANSARI, 2009). Adicionalmente, as altera¢des na
condutividade nao foram significativas e ndo afetaram o didmetro das goticulas
das nanoemulsdes estaveis (BERNARDI et al., 2011). Porém, pode-se afirmar
que a manutencdo da condutividade elétrica € um indicio da estabilidade de
emulsdes, mas nao deve ser considerado como fator determinante, pois a relacao
entre a variacdo da condutividade e a instabilidade das mesmas nao é linear
(BERNARDI et al., 2011; MASMOUDI et al., 2005).

Os principais processos envolvidos com a estabilidade das NEs sao a
cremeacao, floculagdo e coalescéncia. A estabilidade destes sistemas pode ser
alcancada por meio de dois mecanismos principais, a estabilizacdo estérica e a

eletrostatica. A estabilizacao eletrostatica ocorre devido as forgas de repulsao
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entre as goticulas, o que promove uma maior estabilidade frente as forcas de
atragdo, tendo em vista que por apresentarem mesma constituicdo elas
apresentam cargas superficiais semelhantes (CAPEK, 2002). Este mecanismo
pode ser observado nas amostras de NEs e formulagdes sintetizadas com base
no potencial zeta elevado durante todo periodo de estabilidade acelerada.
Adicionalmente, a estabilidade estérica se torna importante quando sé&o
empregados tensoativos nao idnicos na superficie, como os utilizados neste
trabalho. A alta estabilidade coloidal das NEs pode ser também entendida a partir
de sua estabilizacao estérica, por meio da redugao dos efeitos de coalescéncia
sobre o sistema. Além disso, o movimento browniano presente nessas
formulacdes supera os efeitos da forca de gravidade atuantes nessas goticulas
(TADROS et al., 2004). O tamanho reduzido dos glébulos dificulta a deformacgao
destes, diminuindo ainda mais a instabilidade por coalescéncia. A pequena
espessura do filme interfacial, em comparacéo ao tamanho dos glébulos, dificulta
o rompimento desses glébulos por reducado natural deste filme (FERNANDEZ et
al., 2004; SOLANS et al., 2005).

Considerando-se os resultados que disponiveis na literatura, este estudo é
pioneiro na realizacdo de estudos de estabilidade de micelas. Os resultados
mostraram que a formulagao F127-10IFN-y teve sua translucidez reduzida a partir
de 30 dias de tratamentos térmicos, instabilidade esta, confirmada posteriormente
pela variagédo dos perfis reologicos.

O monitoramento das caracteristicas reologicas, em fungao do tempo, tem
se mostrado uma ferramenta importante para a determinacédo da estabilidade de
sistemas emulsionados (COTRIM; HONORIO-FRANCA; FRANCA, 2016;

RIBEIRO et al., 2015). Formulagbdes emulsionadas que mantém o perfil de fluxo e
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viscosidade constantes durante o estudado de estabilidade tém sido consideradas
estaveis, mesmo em condigdes extremas (COTRIM; HONORIO-FRANCA;
FRANCA, 2016; PESSOA et al.,, 2014). Neste trabalho, as nanoemulsbes
apresentaram fluxos sem variagao do perfil Newtoniano durante todo o periodo
avaliado, assim como a formulacdo F127-50IFN-y manteve o seu perfil nao-
newtoniano. As formulagbes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y nao
apresentaram variagdes em seus perfis de viscosidade durante os 90 dias de
avaliagédo. Enquanto que, a variagdo do perfil de viscosidade das formulagées
3NEPIFN-y e 10NEBIFN-y limitaram a estabilidade delas a um periodo inferior a
45 dias. Os resultados indicam que o perfil de fluxo € o agente limitante da
estabilidade de sistemas nanoemulsionados, enquanto que para os sistemas
micelares os limites de estabilidade podem ser indicados por meio de variagao do
perfil de viscosidade.

Os valores registrados para o Dy das formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y
e F127-50IFN-y se mantiveram praticamente constantes em funcdo dos
tratamentos térmicos. Adicionalmente, os valores de potencial ( das
nanoemulsdées mantiveram-se em valores negativos elevados indicando as
caracteristicas ibnicas por longo periodo, ndo havendo coalescéncia entre as
goticulas (HONARY; ZAHIR, 2013). A redugado da carga resultante, em moddulo,
da ordem de 40 mV para valores inferiores a 25 mV tende a provocar um aumento
na taxa de floculagdo e coalescéncia das formulagdes (ROLAND et al., 2003),
conforme ocorreu no caso da amostra SNEP quando o IFN-y foi incorporado.

Os dados de tamanho hidrodindamico sdo um bom indicativo de estabilidade

de formulagbes, pois um rapido aumento no tamanho do globulo indica baixa
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estabilidade do sistema (BERNARDI et al., 2011). Portanto, a manutencao do Dy,
em todas as condicdbes de temperatura, observados para os sistemas
desenvolvidos, sao indicativos de alta estabilidade.

Com relagcdo aos valores obtidos para a concentracdo de IFN-y nas
formulagbes preparadas, apesar da tendéncia de redugao ao longo do periodo do
estudo, eles foram mantidos constantes para 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-
50IFN-y, mesmo em temperaturas extremas, o que nao foi verificado para a
3NEPIFN-y. Este determinacdo especifica de IFN-y por citometria indica que nas
formulagbes estaveis o mesmo permanece com sua estrutura conformacional
integra e a literatura relata que a auséncia da manutengdo da integridade da
estrutura das proteinas € uma das desvantagens encontradas durante o
desenvolvimento de sistemas de veiculagao de citocinas (SEGURA et al., 2005).

As avaliagbes fisico-quimicas, reoldgicas, por espalhamento de luz e
dosagem do ativo, em conjunto, indicam que as formulagdes otimizadas sao as:
1NEPIFN-y, 11INEBIFN-y e F127-50IFN-y, pois apesentaram estabilidade por
longo periodo, o que as credenciaram para os estudos biolégicos.

Um aspecto relevante na utilizacdo de nanomateriais € o aspecto citotdxico
dos novos sistemas desenvolvidos, mesmo que, quando em suas formas “bulk”
tenham dados toxicolégicos conhecidos (NEL et al., 2006). A viabilidade dos
fagécitos foi investigada por meio do protocolo que emprega o alaranjado de
acridina e microscopia de fluorescéncia. Verificou-se que a viabilidade dos
fagécitos nado sofreu danos apdés a incubagdo com as nanoestruturas

desenvolvidas. Independentemente do tempo de incubagédo, os dados de
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viabilidade celular dos grupos tratados mantiveram-se iguais ou superiores a do
grupo controle.

A avaliacdo de danos ao DNA e RNA de formulagbes encubadas com
1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y por meio método do alaranjado de
acridina e corante fluorocromo vital metacromatico (FRENSTER, 1971; SMITH;
ROMMEL, 1977) permitiu concluir que os nanosistemas produzidos ndo causam
morte as células MN do sangue e, por conseguinte, ndo apresentam indicios de
efeitos citotoxicos.

Os resultados obtidos por meio dos testes citotdxicos confirmam a
biocompatibilidade das formulacdes produzidas, as quais favorecem a aplicacao
do IFN-y sem agredir o meio bioldgico, com chances de melhorar a eficiéncia
terapéutica, facilitar a administragéo e possibilitar uma vetorizagdo do mesmo ao
sistema imunologico.

A imunomodulacao é um procedimento que interfere nas fungdes do
organismo, pois altera o sistema imunologico que pode ser estimulado ou
suprimido (MAKARE; BODHANKAR; RANGARI, 2001). A atuacéo de interferons
na terapia imunoldgica depende da capacidade de se atingir os alvos especificos
em dose e local adequados (DUNN; KOEBEL; SCHREIBER, 2006). Investigagdes
importantes tém sido conduzidas visando a aplicagcdo de sistemas de veiculacéo
de interferons, com diferentes substancias organicas, para modular células MN
potencializando a fagocitose e a atividade microbicida (FAGUNDES et al., 2012;
HARA et al., 2013; POSSAMAI et al., 2013; REINAQUE et al., 2012; SCHERER et
al., 2011), inclusive com a utilizagdo de sistemas nanoestruturados (PESSOA et

al., 2014; RIBEIRO et al., 2015). Neste estudo observou-se que nanodoses de
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IFN-y incorporados em nanoemulsées e micelas nanoestruturadas apresentam
efeitos moduladores diretamente sobre as fun¢des e atividades dos fagocitos MN
do sangue humano. Resultados semelhantes referentes a influéncia de citocinas
na atividade funcional de fagoécitos em bactérias (FAGUNDES et al., 2013) e
protozoarios (MORAES et al., 2015) foram relatados, em acordo com os
resultados aqui registrados.

A liberacéo de anion, fagocitose e atividade microbicida, associados com a
resposta intracelular de Ca?", seja por fagocitos do colostro humano ou do sangue
tém sido considerados como importante indicadores do mecanismo de defesa
para varias infecgbes bacterianas (FRANCA et al., 2010; MORCELI et al., 2011)
fungicas (KUHLWEIN; IRWIN, 2001), e por protozoarios (FRANCA-BOTELHO et
al., 2011). Quando os fagécitos MN foram tratados com as formulagées 1NEPIFN-
v € 11NEBIFN-y, a liberacdo de anion foi significativamente superior a espontanea
e independente do tempo de incubagdo. Adicionalmente, apesar do IFN-y ser um
mediador da estimulagdo da sintese de intermediarios reativos de oxigénio e de
oxido nitrico (FARRAR; SCHREIBER, 1993), quando ele foi incubado na
concentracdo em estudo isoladamente, ndo promoveu a estimulagdo, apenas
quando foi veiculado por meio das formulagdes nanoemulsionadas.

A geracado de radicais livres € um importante mecanismo de defesa do
organismo durante processos infecciosos, sobretudo em infecgbes intestinais
(FRANCA et al., 2011b; FRANCA-BOTELHO et al., 2011; HONORIO-FRANCA et
al., 1997). As células s&o capazes de produzir grandes quantidades de radicais
superoxido durante um estresse oxidativo, mas o mesmo pode ser

consideravelmente estimulado por compostos enddégenos ou exdgenos
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(NASCIMENTO et al., 2006; ROBERTSON, 2004), como a melatonina
(HONORIO-FRANCA et al., 2013a; PAWLAK et al., 2005) e extratos vegetais
(FRANCA et al., 2010, 2012), respectivamente. Neste estudo, comparando-se o
mesmo tratamento com as formulagées desenvolvidas em funcédo do tempo (de 0
a 2h), os mondcitos sanguineos apresentaram eficiéncia fagocitica superior aos
controles (PBS, 1NEP e 11NEB) apenas depois de 30 mim de incubacéo, sendo
que o IFN-y teve atividade superior ao grupo espontaneo no inicio e aos 30 mim.
Os sistemas 1NEPIFN-y e 11NEBIFN-y apresentaram estimulagdo em todo o
periodo do estudo, assim como F127-50IFN-y, com excegédo para 60 mim. As
nanoestruturas prologaram em 1,5 h o tempo de atuagédo do estimulo promovido
pelo IFN-y nas células fagociticas, quando se compara ao resultado da mesma
dose de IFN-y puro. Estes resultados podem decorrer da interagdo do sistema
desenvolvido com as células. A interacdo nanosistemas e células sanguineas €&
um aspecto importante, pois o processo de internalizacdo depende da
concentragdo da nanoestrutura e do didmetro hidrodinamico (SANTANA et al.,
2005; SOLER et al.,, 2007). Estas caracteristicas podem estar diretamente
relacionadas com a estimulagéo da fagocitose.

A melhora do desempenho de moléculas ativas em sistemas
nanoestruturados de veiculagdo podem ser relacionadas a melhoria dos
parametro farmacocinéticos, estabilidade metabdlica, a alta permeabilidade nas
membranas (ONOUE; YAMADA; CHAN, 2014) e também, conforme foi observado
para as formulagdes desenvolvidas, o aumento do tempo de atuacgao.
Adicionalmente, verificou-se que todas as nanoestruturas desenvolvidas para

veiculagdo do IFN-y estimularam a fagocitose, em algum tempo de incubacéo,
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com destaque para 1NEPIFN-y que foi efetiva nos tempos de 30, 60 € 120 mim.
Os nanosistemas aqui desenvolvidos mostraram resultados de destaque quanto
ao tempo e ao potencial de estimulagdo dos fagdcitos, quando comparados com
experimentos relativos a estimulagdo da atividade funcional dos leucécitos e
bactérias (FRANCA et al., 2009, 2011b; FRANCA-BOTELHO et al., 2011;
HONORIO-FRANCA et al., 2013a; RASSIAS et al., 1999).

Células mononucleares desempenham um papel importante na defesa do
hospedeiro. Os mondcitos no tecido conjuntivo ou parénquima de 6rgaos dao
origem a macrofagos e células dendriticas mieloides. Os mondcitos e macréfagos
sao fagocitos eficientes, engolfando patdgenos e debris celulares (CRUVINEL et
al., 2010; DALE; BOXER; LILES, 2008). Elas produzem NADPH oxidase
fagocitica, que forma o superodxido ativo para fagocitar bactérias e € indispensavel
para o sucesso das respostas imunes e reagdes inflamatorias (DIZDAROGLU et
al., 2002). Neste estudo, onde as células e as formulagbes estavam em solugéo e
nao dispostas em monocamadas celulares, nestas condicbes e tempos de
incubacéo, a atividade fagdcitica esta relacionada possivelmente a atividade dos
mondcitos por ndo haver estimulos suficientes para sua diferenciagdo em
macroéfagos. Alguns estudos com base em sistemas nanoestruturados destinados
a estimular a atividade fagocitica e microbicida sdo encontrados na literatura, mas
nenhum para veiculagéo de interferon (FAGUNDES et al.,, 2012; HARA et al.,
2013; POSSAMAI et al., 2013; REINAQUE et al., 2012; SCHERER et al., 2011).
Por exemplo, nanosistemas contendo horménios como o cortisol (FAGUNDES et
al., 2012; RASSIAS et al., 1999), e a melatonina (FRANCA et al., 2009; FRANCA-
BOTELHO et al., 2011; HARA et al., 2013), nano fragbes de Momordica charantia

(SCHERER et al., 2011), e propolis (POSSAMAI et al.,, 2013), apresentaram
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propriedades capazes de estimular a fagocitose. As formulagdes desenvolvidas
neste estudo foram capazes de ativar a atividade fagocitica, porém este aumento
nao se refletiu sobre os mecanismos microbicidas celulares. Apesar das
nanoestruturas estimularem a fagocitose, provavelmente a interacdo entre os
componentes dos sistemas pode ter desencadeado outros mecanismos de
eliminagao da bactéria em relagdo aos mecanismos microbicidadas intracelulares.
Estes resultados confirmam dados da literatura que relatam que fagdcitos do
sangue de cordao umbilical expostos a EPEC e estimuladas por IFN-y também
mostram um aumento na fagocitose, mas ndo da atividade microbicida
(FAGUNDES et al., 2013). Estudos indicam que estas células apresentam baixa
atividade microbicida porque elas ndo possuem receptores de superficie
especificos (FRANCA; HONORIO-FRANCA, 2012).

A estimulagao imunoldgica, nao diretamente ligada a atuagao microbicida,
tem sido o foco de diversos estudos e a literatura tem revelado que o IFN-y
desempenha um papel critico e fisiologicamente relevante na promog¢ado dos
mecanismos de resisténcia do hospedeiro a infecgdes microbianas (IKEDA; OLD;
SCHREIBER, 2002). Os processos de imunizagao também tém sido foco deste
tipo de estudo e lipossomas contendo IFN-y tém se mostrado eficazes (VAN
SLOOTEN et al., 2001a). Adicionalmente, o papel do IFN-y na prote¢cado contra o
desenvolvimento de células tumorais, no processo dindmico de vigilancia imune e
na progressao tumoral tem sido relatado, mas ainda n&o esclarecido
(SCHRODER et al.,, 2004). Neste estudo, em experimentos in vitro, as
formulacbes 1NEPIFN-y e 11NEBIFN-y mostraram atividade antitumoral contra

células MCF-7 de cancer da mama humano e em co-cultura com fagoécitos MN,
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respectivamente, conforme foi observado por meio das redugdes na viabilidade
celular e na liberacéo de calcio intracelular.

Neste projeto, o ensaio de fluorescéncia de Pl (DENGLER et al., 1995) foi
empregado para investigar a capacidade do IFN-y de diminuir o crescimento dos
fagocitos MN, das células MCF-7 e da co-cultura formada por ambas. Esta
inibicdo do crescimento celular foi mais evidente quando as células foram tratadas
com IFN-y puro em solugdo para todos os grupos celulares. Estes resultados
estao de acordo com a literatura quando foi estudada a acédo de IFN-y em células
tumorais (MILLER; MAHER; YOUNG, 2009) e, ao encontrarmos indicios de
reducdo da viabilidade dos fagécitos MN, confirmando a hipdtese de que o
emprego desta citocina deve ser modulada de forma a n&o prejudicar a agao do
sistema imunoldgico (ZAIDI; MERLINO, 2011). Este comportamento foi
confirmado com os dados que indicam que as formulagdes 1NEPIFN-y e
11NEBIFN-y foram capazes de veicular de forma eficiente o IFN-y, mantendo as
propriedades antitumorais e modulando sua agao nos fagécitos MN.

A literatura indica que quando os farmacos sdo administrados na forma de
NEs, podem apresentar maior atividade e menor toxicidade em relagédo a forma
de solucgao, visto que se acumulam principalmente nos tumores, onde o endotélio
dos capilares € fenestrado, permitindo a passagem de goticulas de até 400 nm
(BRUXEL et al., 2012). Além disso, os relados indicam que o desenvolvimento de
uma NE nado é apenas um meio adequado de solubilizar uma molécula, mas sim
um fator essencial para a obtencéo dos efeitos clinicos desejados. Para a maior
parte dos farmacos, a estratégia utilizada visa a redugédo dos efeitos adversos,

mantendo um efeito farmacoldgico alto ou superior, possibilitando a utilizagao de
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menores doses € melhorando a farmacocinética da molécula (DUTTA; EBLING,
1997).

Para a formulagao F127-501FN-y ndo se observou a capacidade de diminuir
o crescimento celular em nenhum dos grupos por meio do ensaio de fluorescéncia
de PIl. Apesar disso, este sistema foi capaz de aumentar a liberagdo do calcio
intracelular nas células MCF-7 e na co-cultura, fato este que pode estar
relacionado a um gatilho apoptético posterior (ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY;
NICOTERA, 2003), o que indica a necessidade de um ensaio especifico para
estes grupos celulares.

O ion calcio € um segundo mensageiro que tem papel fundamental na
regulagédo de varios processos bioldgicos. Um aumento na concentragao de Ca®'
citoplasmatico representa um passo crucial para a liberacdo de neutrasmissores e
para a modulagdo da excitabilidade de membranas celulares (PRADO, 2001).
Neste estudo, a ativagdo dos fagocitos MN foi evidenciada pela atuagcéo dos
estimulos na liberagdo do calcio. As formulagdes 1NEPIFN-y, 11INEBIFN-y e
F127-50IFN-y apresentaram efeitos diretos sobre os fagocitos do sangue, sendo
capazes de aumentar significativamente a liberagdo de calcio intracelular.
Consequentemente, pode-se verificar que os mecanismos celulares foram
ativados pelos estimulos nanoestruturados aqui desenvolvidos. Contudo, é
importante ressaltar, que embora o Ca®* seja fundamental & manutengéo da vida,
um aumento prolongado na concentragdo deste ion pode levar a célula a morte
(LEE et al., 2000). O controle da sua liberagdo é relevante visto que o calcio
intracelular interfere diretamente nos processos celulares incluindo a proliferacéo,

diferenciagdo e morte celular (FERRARI et al., 2002).
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A imunomodulagdo como um todo, e ndo apenas na liberagdo de calcio,
deve ser controlada e eficiente para promover a erradicagao da patologia sem
causar dano ao hospedeiro (MANDAL et al., 2010; SAJAN et al., 2009), portanto,
a utilizacdo de sistemas de liberacdo nanoestruturados, como os aqui
desenvolvidos, é efetiva e viavel para a veiculagao e estimulagdo promovida pelo

IFN-y.
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CAPITULO 11
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11 CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram a viabilidade de sintese de sistemas
nanoestruturados para liberagdo de interferon gamma (IFN-y) com o objetivo de
sua utilizacdo como agente imunomodulador. Foram desenvolvidas trés
formulacdes, sendo duas delas na forma de nanoemulsdes, a partir dos sistemas
SP/TW/P ou SP/TW/B) e a terceira com base no copolimero Pluronic F127.

As investigacbes que levaram a otimizacdo das formulacbes foram
baseadas nos diagramas pseudoternarios, caracterizagdo reoldgica e por
espalhamento de luz dindmica, estudo de estabilidade preliminar e acelerada. Em
adigao, foram realizados ensaios biolégicos como a avaliagdo de viabilidade
celular, liberacdo de anion superoxido, fagocitose, atividade microbicida,
avaliagcao da permeabilidade celular ao iodeto de propidio e de liberagédo de calcio
intracelular. Os resultados obtidos podem ser resumidos em:

» A proporgao dos componentes dos sistemas SP/TW/P e SP/TW/B igual
a 3,5:5,5:1,0 foi obtida considerando-se o EHL requerido pela fase
oleosa e produziu diagramas para cada tipo com grande numero de
sistema nanoemulsionados (9 SP/TW/P e 13 SP/TW/B) de um total de
72 preparados;

» Os resultados obtidos a partir da caracterizagao reolégica indicaram
que das 9 nanoemuldes pré-selecionadas para o sistema NEP, 3
apresentaram fluxo Newtoniano e viscosidade linear, mesmo no caso
das formulagdes correspondentes com a incorporagao de IFN-y, sendo

selecionadas apenas 2;
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» Enquanto que, dos 13 pontos pré-selecionados para o sistema NEB, 8
apresentaram fluxo Newtoniano e viscosidade linear, bem como para
as formulagdes correspondentes, apds a incorporagao do IFN-y, sendo
selecionadas apenas 2;

» No caso das dispersdes e formulagdes micelares, as amostras F127 a
10 e 50 mg.mL'1 apresentaram fluxo Nao-Newtoniano, pseudoplastico
com tixotropia e viscosidade nao linear;

> A dispersdo F127 a 250 mg.mL™" comporta-se como um sdlido elastico
a temperatura de 25°C, com mudanga de estado fisico a 19°C,
apresentado caracteristicas liquidas viscosas abaixo desta
temperatura, o mesmo ocorre para as formulagdes com a incorporagao
do IFN-y;

» As formulagbes nanoemulsionadas selecionadas 1NEPIFN-y,
3NEPIFN-y, 10NEBIFN-y e 11NEBIFN-y apresentaram potencial { em
torno de - 40 mV e tamanho hidrodinamico igual a 205, 183, 97 e 76
nm respectivamente.

» Enquanto as formulagcbdes F127-10IFN-y e F127-50IFN-y apresentaram
potencial ¢ neutro e Dy de 26 e 5 nm, respectivamente.

» Das formulagdes avaliadas, 1NEPIFN-y, 3NEPIFN-y, 10NEBIFN-y,
11NEBIFN-y, F127-10IFN-y e F127-50IFN-y foram aprovados nos
testes de estabilidade preliminar;

» As formulagdes TNEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y apresentaram

estabilidade em condi¢des extremas durante 90 dias, apresentando pH
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biocompativel, perfil reolégico, Dy, potencial { e dosagem de IFN-y sem
alteracoes;

» As formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y mantiveram
os indices de viabilidade celular elevados comparados com o grupo
controle (PBS);

» As nanoemulsdes 1NEP, 11NEB, e as formulagdes 1NEPIFN-y e
11NEBIFN-y estimularam significativamente a liberagdo de &anion
superoxido;

» As formulagdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-501FN-y estimularam
significativamente a fagocitose;

» As formulagbes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y n&o
estimularam diretamente a atividade microbicida;

» O IFN-y em solugao promoveu a morte dos fagocitos MN, de células
MCF-7 de cancer de mama humano e da co-cultura destes;

» A nanoemulsdo 11NEBIFN-y induziu a morte das células MCF-7 de
cancer de mama humano;

» A nanoemulsdo 1NEPIFN-y promoveu a morte de células MCF-7 de
cancer de mama humano quando em co-cultura com os fagdcitos MN;

» As formulacées 1NEPIFN-y, 1INEBIFN-y e F127-50IFN-y estimularam
a liberagéo de calcio intracelular nos fagocitos MN;

» A formulacdo F127-50IFN-y estimulou a liberacdo de calcio intracelular

nas células MCF-7 de cancer de mama humano;
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Em resumo, as nanoemulsdes estaveis do tipo oleo-em-agua, TNEPIFN-y e
11NEBIFN-y contendo nano doses de IFN-y foram preparadas por ultra-
homogeneizagcdo empregando agua destilada, triglicerideo de acido
caprico/caprilico, oleoato de sorbitano (SP), polissorbato 80 (TW) e propilenoglicol
(PG) ou 1-butanol (BT). Estas formulagdes, 1NEPIFN-y e 11NEBIFN-y,
apresentam fluxo Newtoniano, viscosidade linear, potencial  em torno de - 40 mV
e tamanho hidrodindmico de 205 e 76 nm, respectivamente. A dispersao formada
por micelas do copolimero Pluronic F127 (F127-50IFN-y) em solugdo tampao
fosfato (pH 7.4) na concentracdo de 50 mg.mL™ contendo nano doses de IFN-y,
se mostrou-se estavel durante o periodo em estudo. A formulagédo F127-501FN-y
apresenta fluxo ndo-Newtoniano, pseudoplastico com tixotropia, viscosidade nao
linear, potencial ¢ neutro e tamanho hidrodinamico de 4,5 nm. Em condigbes
extremas durante 90 dias as formulacdes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-501FN-
vy apresentam pH biocompativel, enquanto o perfil reolégico, Dy, potencial ¢ e a
dosagem de IFN-y permanecem sem alteragbées. Os resultados obtidos com o
IFN-y veiculado nas formulagbes desenvolvidas mostraram a possibilidade de
otimizar a atividade imunomoduladora em infec¢des intestinais, indicada pelo
aumento da liberagdo de anion superoxido, da fagocitose e da liberagédo de Ca?
intracelular em fagocitos do sangue humano quando se compara aos controles.
Com relagao as células cancerigenas, o efeito foi observado por meio da redugéo
do crescimento das células MCF-7 e associados aos mecanismos
desencadeados pelo Ca?* neste grupo celular e nos fagodcitos MN. Estes

resultados indicam que as formulacdes sintetizadas sao promissoras para a
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modulagdo do sistema imunolégico mediado por células, abrindo novas
perspectivas para melhorar a eficiéncia de terapias a base de IFN-y.

Finalmente, como perspectiva de trabalhos futuros, sugere-se investigar as
formulagcbes 1NEPIFN-y, 11NEBIFN-y e F127-50IFN-y por meio de outras
vias/testes especificos de modulagao celular, como por exemplo, a apoptose dos
fagécitos MN e das células MFC-7, além de testar as nanoestruturas
desenvolvidas em outras linhagens de células cancerigenas. Em adigdo, o
potencial termoresponsivo da formulagédo F127-250IFN-y poderia ser explorado

em outras aplicagdes bioldgicas.
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Abstract: The aim of this study was to design and develop stable nanoemulsion formulations contain-
ing IFN-y to probe their use as an immunomodulating agent. The nanoemulsions comprising distilled
water, triglycerides of capric acid/caprylic, sorbitan-oleate (SP), polysorbate 80 (TW) and propylene

Maria A. G Soler

glycol (PG) were prepared through ultra-homogenization and characterized regarding droplet size,

polydispersity, surface charge, preliminary and accelerated physical stability, and rheological properties. Stable nanoe-
mulsions were selected to incorporate nano doses of IFN-y (100 ng.mL™"). The influence of IFN-y incorporated nanoemul-
sions on functional activity of mononuclear cell for Escherichia coli enteropathogenic was analyzed through superoxide
release, phagocytosis, microbicidal activity and intracellular calcium release. The optimized formulation, comprising
aqueous and oily phase of 10 % and 80 %, respectively, and surfactant mix ratio (SP/TW/PG) of 3.5/5.5/1.0, remained
stable in extreme conditions during 90 days, displaying oil-in-water characteristics, biocompatible pH value, significant
maintenance of its rheological profile, hydrodynamic radius of 205 nm, zeta potential of -40 mV and average dose of IFN-
y 91 ngmL™". The developed formulation did not alter the MN cell viability rates. Increased the superoxide release,
phagocytosis index and intracellular calcium release of MN cells of human blood. Our findings indicate that the produced
formulation improved the immunomodulatory activity of the IFN-y.

Keywords: Nanoemulsion, Immunomodulation, IFN-y, MN cells, Drug delivery.
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1. INTRODUCTION

The development of drug delivery systems (DDS) has
grown significantly enabling the enhancement of drug stabil-
ity and pharmacological activity by modifying its distribu-
tion and providing protection from toxicity and degradation.
Further, the possibility of administrating drugs and biomark-
ers result in remarkable advances in therapeutic procedures
[1,2]. Model of DDS current employed are micro/nano-
capsules [3], polymer—drug conjugates [4,5], liposomes [6],
micro and nanoemulsions [7,8], magnetic nanoparticle [9],
polymeric micelles [10]. Among DDS micro and nanoemul-
sions have been successfully applied in the pharmaceutical
industry, encapsulating, protecting and delivering bioactive
components [11-14]. Nevertheless, these systems display
different behaviors, once microemulsion colloidal disper-
sions are thermodynamically stable, while nanoemulsions
(NEs) are not. Furthermore, the preparation synthesis routes,
as well as the stabilization processes, and the approaches
required to design their functional attributes, are different.

Revised: April 27,2016

*Address correspondence to this author at the Instituto de Fisica, Universi-
dade de Brasilia Brasilia-DF, 70910-900, Brazil;
Tel: +55-6131077773; Fax: +55-6131077712; E-mail: soler@unb.br

1875-5305/16 $58.00+.00

Accepted: April 29, 2016

Several works have reported formulation of nanoemulsion by
ultra-homogenization emulsification, but it was stable for
few weeks only [15,16]. In addition, NEs have been high-
lighted not only to improve the conventional emulsion sys-
tems but also to enable new DDS designed systems with
better bioavailability, delivery in specific target and accurate
nano dosing formulations providing minimum side effects
[7,17,18]. However, a thorough knowledge of the formula-
tion process is necessary to increase their applications.

NEs are fine oil-in-water (O/W) or water-in-oil (W/O)
colloidal dispersions depending on whether the oil is dis-
persed as droplets in water, or vice versa, with one of the
liquids being dispersed as small spherical droplets (r < 100
nm) in the other liquid. Sometimes NEs are stabilized by an
interfacial film comprising a combination of surfactant/co-
surfactant [3,16]. As for instance, in an O/W structure, the
non-polar tails of the surfactant molecules protrude into the
hydrophobic core formed by the oil phase, while the polar
head groups of the surfactant molecules protrude into the
surrounding aqueous phase [3]. NEs are transparent and ki-
netically stable but characterized by a long-term physical
stability of droplets in suspension due to their very small
size, and significant steric stabilization between droplets

© 2016 Bentham Science Publishers



Nanoemulsion of Interferon Gamma

[15,16,19]. Moreover, due to their unique properties, the
broad range of NEs applications span from nanomedicine to
personal care and cosmetics [20,21].

The therapeutic administration of cytokines has been
introduced aiming to modulate the immune response, to seek
different approaches to face pathologies such as cancer, auto
immune and infectious diseases. Few studies have been con-
ducted to find adequate formulations and administration
routes to reach these selected therapeutic goals [22-24]. Fur-
thermore, nanostructured complexes loading cytokines have
been produced, and it was found that liberation of stimulus
can be modified, by acting on the immune system [25-27];
allowing an immunomodulation to protect the organism from
excessive pro-inflammatory activity, and providing an effi-
cient immune response [28-30]. For instance, some studies
dealing with DDS comprising liposomes [31-34], micro and
nanoparticles [35] to load cytokines such us, interferon-o
(IFN-a), or interferon-y (IFN-y) were developed, aiming ap-
plications in tumor therapy and vaccines [31,33,35,36].

Interferons are cytokines that play a complex and central
role in the resistance of mammalian hosts to pathogens. Type
I interferon (IFN-a, and IFN-[) is secreted by virus-infected
cells, while the immune type II, or y-interferon (IFN-y), is
secreted by thymus-derived (T) cells, under certain condi-
tions of activation and by natural killer (NK) cells [37,38]. In
particular, the IFN-y is a pleiotropic cytokine, endowed with
potent immunomodulatory effects on a variety of immune
cells in vitro and in vivo [39-41]. It is a key proinflammatory
cytokine against infection that is involved in various biologi-
cal process such as: (i) defense mechanisms; (ii) the estab-
lishment of autoimmunity and inflammatory processes; (iii)
phagocytes, microbicidal and tumoricidal controls in mono-
cytes/macrophages; (iv) the expression of histocompatibility
antigens (MHC) class II; (v) the production of macrophage
derived mediators such as TNF-alpha, IL-1, IL-12 and nitric
oxide; and (vi) downregulation of the synthesis of inflamma-
tory mediators such as IL-10 [37,42-44]. IFN-y is considered
to be the key player in inflammatory responses, by interfer-
ing in the cell functions of the immune system [45,46].

To overcome the limited success reached up to now by
the interferon based therapies, the development of DDS ena-
bling drug reaching specific targets, with adequate doses, is
mandatory [38]. In addition, biomaterials are being designed
aiming to reduce apoptosis in organs which cytokines can be
considered toxic [47]. Moreover, in a previous study, we
found that phagocytes incubated with nano doses of IFN-y
are able to modulate the functional activity of cells [46]. Fur-
ther, the action of cytokines released by nanostructured sys-
tems on the immune activity of human blood phagocytes is
not well understood [28-30].

In this context, we aimed to design and develop stable
nanoemulsion formulations containing IFN-y to probe the
modulation of functional activity of human peripheral blood
phagocytes. The choice of the proportions of the components
to produce NEs was made by selecting formulations from
phase diagrams. Stability studies were performed on selected
NEs formulations, as well as, accelerated stability studies, to
attain optimized NEs loading IFN-y. In addition, biological
assays, comprising cell viability, evaluation of phagocytosis
and bactericidal activity, superoxide anion and intracellular

Protein & Peptide Letters, 2016, Vol. 23, No. 7 627

calcium release, were conducted utilizing human peripheral
blood.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Reagents

The propylene glycol, sorbitan oleate, polysorbate 80 and
IFN-y used in the study were purchased from Sigma®, USA.
The human IFN-y lyophilized powder, cell culture tested and
employed being diluted in phosphate buffered saline (PBS)
up to reach the concentration of 100 ng.mL™'. Capric/caprylic
acid triglycerides was purchased from Henrifarma®, Brazil.
All other reagents and chemicals used were of analytical
grade.

2.2. Preparation of Nanoemulsion Formulations

Considering that IFN-y is soluble in aqueous medium,
and the results from preliminary experiments indicated that
PBS solution containing IFN-y is highly stable [46], the oil
in water emulsion system was selected. NEs were developed
employing the ultra-homogenization technique [8] using the
equipment Ultra-Turax (IKA®, Campinas, Brazil). The syn-
thesis process was performed through the following steps: (i)
the ratio (w/w) of the surfactants, while keeping the co-
surfactant ratio of 10% of surfactant mixture, was calculated
to obtain an hydrophilic-lipophilic balance (HLB) required
by the oil phase [7]; (ii) the proportion of each component
(oil phase, aqueous phase, and surfactant mixture) runs from
10 to 80%, of the formulation following by ultra-
homogenization; (iii) construction of pseudoternary diagrams
comprising points representing each proportion of compo-
nents. After 72 h each formulation was visually classified in
NE, gel or liquid emulsions, and phase separation attaining a
preliminary diagram; (iv) in addition, the definition of the
regions, of each formulation phase, were improved by per-
forming aqueous titration with the ratio of oil
phase/surfactants running from 1:9 up to 9:1. Formulations
corresponding to the NE region were pre-selected and sub-
mitted to stability studies.

The co-surfactant propylene glycol was fixed as 10% (co-
surfactant fraction, F, = 1) of surfactant mixture, and the
ratio (w/w) of the surfactants to obtain the HBL, required by
the (CCT-oil, HLB= 10.8) was calculated. The mixture of
surfactants and co-surfactant fractions for sorbitan oleate
(SP), polysorbate 80 (TW) and propylene glycol (PG), re-
spectively, was labelled S,,;x. Several samples were prepared
by varying the proportion of each component oil phase,
aqueous phase, and surfactant mixture, from 10 to 80%, of
the formulation, followed by gradual ultra-homogenization
starting from 5.000 rpm.mim™ up to 24.000 rpm.mim™'. The
samples were visually rated after 72 hours at 25°C for NE
liquid region, gelling (GE) or liquid emulsion (LE), and
phase separation (PS) characteristics.

Titrations were performed on aqueous mixtures with oil
phase/surfactant mass ratios of 1:9 up to 9:1 under agitation
to obtain the delimiting points, area and classification of dif-
ferent systems to delimit the regions in the diagram. The
titration was performed by adding distilled water in quanti-
ties between 0.05 mL and 0.20 mL. During this process, the
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mixture was agitated both manually and mechanically. After
homogenization of each titrant, the formulation volumes
were visually classified. Diagrams to define the composition
of each type of formulation were constructed from data at-
tained using Sigma Plot 8.0 software.

After pseudoternary diagram acquisition, composition of
the systems that fall into the NE region can be defined. This
region contained pre-selected points were distributed in lines
dividing the region to achieve representative samples that
will be further characterized.

IFN-y incorporation in the nanoemulsion samples was
performed by adding the equivalent volume of aqueous
phase, employed to prepare NEs, of IFN-y in PBS, under
agitation, followed by surfactant and (CCT-oil) addition,
respectively. Each system was formulated to attain a final
dispersion comprising 100 ng.mL™" of IFN-y measured using
a flow cytometer (FACSCalibur, BD Biosciences, USA).
The data were analyzed using the FCAP Array 1.0 software.
These formulations were labeled nanoemulsion interferon-y
(NEIFN-y).

2.3. Physicochemical Characterization

Physical and chemical parameters of the formulations
were measured 24 h after preparation and at the end of the
stability study. These tests were performed in triplicate (n =
3) samples.

Aliquots of some pre-selected vehicles were centrifuged
at 160 xg for 30 minutes at room temperature, and 5°C. Af-
ter centrifugation, the samples with visual heterogeneity
were excluded.

Vehicle pH was measured and the electrode was inserted
directly into the sample to assess its stability against possible
decomposition reactions such as hydrolysis.

Electrical conductivity was obtained by inserting the
electrode directly into the sample to confirm the system type
oil in water (O/W) and any tendency towards phase inver-
sion.

The mean particle size and polydispersity index (PDI)
were measured at 25°C by dynamic light scattering (DLS)
using a Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Malvern®, UK) 632.8 nm excitation. The zeta potential was
measured in the same equipment. Colloidal suspension sam-
ples (in triplicate) were prepared from a 10:1000 dilution of
the formulation.

2.4. Stability Studies on Optimized Nanoemulsions

The thermodynamic stability assessment was performed
through heating—cooling cycle. Two group of samples were
preliminarily subjected to alternating cycles of 5+1°C and
40£1°C for 24 hours each, during 14 days. The formulations
that were found to be stable at these temperatures were sub-
jected to accelerated stability. In these extreme conditions it
is possible to probe their long term stability. Three groups of
colloidal samples were submitted (in triplicate) alternatively
at temperatures of 40+1°C, 25+1°C and 5+1°C for a period of
90 days. At 45 days, the formulations were maintained at
room temperature for 24 hours to measure the physico-
chemical properties and to reassess the rheological profiles.
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The formulations that passed these tests were selected for
IFN-y incorporation. These loaded samples were submitted
to accelerated stability procedure. The concentration of IFN-
v in the formulations was measured.

2.5. Rheological Characterization

Rheological parameters of as prepared NE formulations
was measured without dilution, using a Modular Compact
Rheometer—-MCR 102 (Anton Paar”, Germany GmbH, Ost-
fildern, Germany) as previously describe [48]. In short, 600
puL of sample was added to the reading plate surface. Data
were taken with continuous control of the gap measurement
using the support TruGap™ in 0.099 mm. The measuring
cell was a Toolmaster™ CP 50, and precise temperature con-
trol was achieved through T-Ready™. Acquired data were
treated using the Rheoplus V3.61 software. The flow and
viscosity curves were displayed using established parameters
considering the control of shear stress (1) in the range 0-5 Pa
for the upsweep and 5-0 Pa for the curve downward. These
measurements were performed under isothermal conditions
at 25°C, comprising 75 readings for each analysis.

The viscosity curves as a function of temperature were
measured under fixed control of shear stress (t) at 1 Pa, in
the temperature range from 5+0.1 to 45+0.1 °C, and a heat-
ing rate of 1.0£0.1 °C min '. Parameters were recorded at
every 1.0+0.1 °C, total of 41 readings for each analysis.

2.6. Biological Assays
2.6.1. Subjects

Samples of 15 mL of blood were collected from 15
healthy volunteers, both sexes and aged 18 to 40. Blood
samples were stored in EDTA (25 U.mL™") tubes. The volun-
teers signed an informed consent form that was approved by
the Federal University of Mato Grosso Ethics Committee N°
1.018.274, before initiating the study.

After collection procedure, the samples were centrifuged
at 160 xg for 40 min at room temperature, to isolate plasma
from the cells. Cells were separated over a Ficoll-Paque gra-
dient (Pharmacia, Upsala, Sweden) to produce samples with
95% pure mononuclear cells as analyzed by light micros-
copy. The enriched mononuclear phagocytes ring was re-
moved and reserved. Mononuclear cells were washed twice
in PBS, setting up the concentration to 2x10° cells.mL™", us-
ing a Neubauer chamber, being available for further analy-
ses.

2.6.2. Escherichia coli Strain

Stock culture of enteropathogenic Escherichia coli
(EPEC) was isolated from stools of an infant with acute diar-
rhea (serotype 0111:H AL’, eae’, eaf’, bfp") and maintained
at room temperature under dark conditions. These bacteria
culture were prepared and adjusted to 1x10” bacteria mL™, as
previously describe [49].

2.6.3. Superoxide Anion Release

Superoxide anion release was obtained by reduction of
cytochrome C. Initially, mononuclear phagocytes and bacte-
ria were mixed and incubated during 30 minutes to assess
phagocytosis. After this period the suspension was centri-
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fuged (10 min; 160 xg) and the supernatant was discarded.
Following, this suspension was resuspended in PBS contain-
ing 2.6 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, and cytochrome C. The
suspensions (150 pL) were incubated for 60 min at 37°C on
culture plates (96 wells) with addition of stimulus. A control
was performed using only the spontaneous release of cells.
The reaction rates were attained by absorbance at 550 nm,
and the results were expressed as nmol/O. All of the ex-
periments were performed in duplicate.

2.6.4. Cell Viability and Bactericidal Assay

Cellular viability, phagocytosis and microbicidal activity
were evaluated using acridine orange method [50]. Cells
were pre-treated with cytokines and developed formulations,
incubated at 37°C for 30 minutes and resuspended in PBS
and centrifuged. The supernatant was discarded, and the
sediment was dyed with 200 uL acridine orange [14.4 g.L™]
for 1 min. The sediment was resuspended in cold PBS,
washed twice and observed by immunofluorescence micros-
copy (Nikon Eclipese E-200, Japan) at 400x and 1000x
magnification. The viability index was calculated by count-
ing the number of orange-stained (dead) and green-stained
(alive) cells out of 100.

Equal volumes of bacteria and cell suspensions were
mixed and incubated at 37°C during 1 h under continuous
shaking. Phagocytosis was stopped by incubation on ice.
Aiming to eliminate extracellular bacteria, the suspensions
were centrifuged twice (160 xg, 10 minutes, 4°C). After-
wards, cells were resuspended in PBS and centrifuged. The
supernatant was discarded, and the sediment was stained
with 200 pL of acridine orange [14.4 g.L'l] for 1 min. The
sediment was resuspended PBS, washed three times under
centrifugation (10 min a 160 xg), and observed in an im-
munofluorescence microscope at 400x and 1,000% magnifi-
cation. The phagocytosis index was calculated by counting
the number of cells that ingested at least three bacteria in a
pool of 100 cells. The bactericidal index was calculated as
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the ratio between orange-stained (dead) and green-stained
(alive) bacteria x100. All of the experiments were conducted
in duplicate.

2.6.5. Intracellular Ca** Release

Intracellular Ca*" release was performed using the chro-
mogen Fluo-3. Cell suspension were centrifuged twice (160
xg, 10 min at 4°C) and resuspended in PBS containing bo-
vine serum albumin (BSA - 5mg.mL™"), followed by addition
of 25 puL of stimulus and incubated with 5 pL of Fluo-3 (1
pg.mL™"), during 1 h at 37°C. After that, cells were washed
twice in PBS containing BSA (160 xg, 10 min, 4°C). Fluo-3
was detected using the 530/30 nm filter for intracellular Ca*".
The proportion of released Ca*" was given through the geo-
metric mean (%) fluorescent intensity of Fluo-3.

2.7. Statistical Application for Analysis of Data

Statistical analyses were performed using the BioEstat
5.0 software. Statistically significant differences in physico-
chemical and of biological assays in the presence of nanoe-
mulsions were evaluated using analysis of variance
(ANOVA) and Tukey’s multiple comparison test. Statistical
significance was considered when the p-value was less than
0.05 (P <0,05).

3. RESULTS

3.1. Selection of Nanoemulsion Formulations

To obtain the surfactant mixing ratio, the co-surfactant
concentration was fixed as 10%, and the amount of surfac-
tants SP and TW were calculated to achieve the required oil
phase CCT-oil HLB [7]. The obtained surfactant fractions
were 3.5 and 5.5 for SP and TW, respectively, resulting in
the Smix relation of 3.5:5.5:1.0.

Phase behavior studies were performed by constructing
pseudoternary phase diagrams providing information on the
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Figure 1. Pseudoternary diagrams indicating oil-in-water nanoemulsion (NE1 to NE9) regions, classification of points (a) and region do-

mains with selected nanoemulsions (b) SP/TW/PG system.
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boundaries of the different phases as a function of composi-
tion of oil phase (CCT-oil), aqueous phase (AQ), and Smix
(3.5:5.5:1.0), varying from 20 to 80%, of the formulation
(Fig. 1a). These data resulted in 36 points with different
equilibrium characteristics. Homogeneous and translucent
systems can be observed predominating in the region with
Smix higher than 35% indicating points with thermodynamic
equilibrium characteristic (Fig. 1a). Figure (1b) displays the
pseudoternary diagram with delimited domains, attained
from the diagram points (Fig. 1a) and aqueous titrations.
Through the analysis of phase behavior, it is possible to clas-
sify different regions as liquid NE, gelling (GE), liquid
emulsion (LE), and phase separation (PS). Analysis of the
phase behavior indicated that a large range of surfactant
compositions produced stable systems. However, when the
domain Smix concentration is below 40%, some instability
and phase separation were also observed, indicating that
these surfactant concentrations could not balance high pro-
portions of aqueous and oily phases (Fig. (1b)). The samples
labelled NEx, x=1 to 9, corresponding to the nanoemulsion
region, were pre-selected and submitted to rheological char-
acterization. In a second step, NE samples passed through
rheological tests were employed to synthesize DDS, by sub-
stituting the aqueous phase content with the PBS solution
containing [FN-y. Nanoemulsions incorporating IFN-y were
labelled by adding IFN-vy to their initial names.

3.2. Physicochemical Characterization

Rheological characterization was performed by attaining
the flow and viscosity curves, as a function of shear rate, and
viscosity as a function of temperature. Initially, flow curves
of the pre-selected NE formulations (NE1 to NE9) we meas-
ured (Fig. 2a). It is observed that for some samples NEI,
NE2, NE3, NES5, and NE7, the flow curve began at the origin
and then exhibited linear ascending, and descending behav-
ior, indicating that these formulations behave as Newtonian
fluids. Otherwise, samples NE4, NE6, NE8 and NE9 exhib-
ited nonlinear behavior, being considered as non-Newtonian,
and were rejected. In addition, viscosity curves of samples
passing the first test, as a function of shear rate, are displayed
in Fig. 2b. It is observed that the viscosity values did not
change as the shear rate increases, with values between 0.2
and 0.6 Pas. Otherwise, sample NE2 shows a dependence of
the viscosity with the shear rate, being discarded. In addition,
curves of viscosity as a function of temperature, in the range
from 5 up to 45 °C were also recorded (Fig. 2¢). It is ob-
served that the viscosity decreases monotonically as the tem-
perature increases for the majority of the samples, while
sample NE7 shows high fluctuation of viscosity values and
was therefore eliminated.

IFN-y was incorporated in samples presenting the charac-
teristics of nanoemulsions that passed through first rheologi-
cal tests, namely NE1, NE3 and NES, being labelled as
NEI1IFN-y, NE3IFN-y and NESIFN-vy. Fig. 3a and b present
the flow and viscosity curves, respectively, for IFN-y incor-
porated samples presenting the same behavior of that dis-
played by NEs (Fig. 2a and b), and the viscosity values
change from 0.25 up to 0.5 Pa.s. Fig. 3¢ shows the curves of
viscosity as a function of temperature. It is important to point
out that the introduction of IFN-y did not affect the stability
of the NEs.
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Figure 2. Flow curve (a), viscosity (b) at 25°C and viscosity curve
(¢) under temperature running from 5 up to 45°C of preselected
nanoemulsion (NE).

Droplet size analysis and particle size distribution at-
tained by the DLS technique for samples NE1, NE3, NES,
NEI1IFN-y, NE3IFN-y and NE5SIFN-y are displayed in Fig.
4a. It is observed that IFN-y loaded samples present lower
sizes and thinner distribution, compared with NE samples.
Zeta potential (§), polydispersity index, and hydrodynamic
diameter values for the same samples are listed in Table 1.
These data suggested that sample NESIFN-y should be
eliminated, once it presented { potential towards zero, indi-
cating no ionic stabilization; high polydispersity index, and
the highest hydrodynamic droplet size, as observed in Table
1. Therefore, up to this point, the pre-selected samples are
NE1, NE3, NE1IFN-y, and NE3IFN-y.

3.3. Stability Studies

Stabilities studies were performed in pre-selected stable
formulations. The results of the physicochemical analyses,
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Table 1. Zeta potential, polydispersity index, and average hydrodynamic diameter of preselected nanoemulsions developed (NE) and

interferon gama nanoemulsion developed (NEIFN-y).

Assay
Formulation
Zeta Potential (mV) Polydispersity index Hydrodynamic diameter (nm)
NE1 -37.96 0.329 251.23
NE3 -41.27 0.305 316.83
NES -32.30 0.156 429.30
NEIIFN-y -34.43 0.407 204.95
NE3IFN-y -38.00 0.372 183.07
NESIFN-y 0.00 0.191 1074.45
5.00 - — )
a) 4.50 Foremeema®. NEL
£ VAl = — =~ NE3
4.00 o « x NES
3.50 e o T £ 2 N P N NE1IFN-y
‘ L LS g \ ~ NEJIFN-y
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) o 2.50 AL{A x(/o/o E 0] N
N 200 # Palv's '\I\
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75 KL{{/{/ -4~ NE3IFN-y e
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b 0.500 ¢
) 0.450 z,?maaaaaaaaaaamnmnmnnumuu
0.400 £ attained before and after submitting samples to temperature
e variations, are listed in Table 2. After thermal treatments,
T 0.300 ff'%”%“o = samples were submitted to centrifuge at 160 xg for 30 min-
2 0250 oo MASAAAAARA utes at 5°C and 25 °C. The samples with no phase separation
82 0200 f"' were considered normal (N). Further, it was observed that all
25 0150 o= NETFNy studied samples presented a visually normal behavior, re-
0.100 & - NE3IFN-y maining translucent before and after the stability test, show-
0.050 %= NESIFN-y ing high stability. Afterwards, formulations containing IFN-y
’ 0 L were further submitted to accelerated stability studies.
T T T T T T T T T
602 4 6 8 10 12 14 16 18 20 Data attained from IFN-y loading samples submitted to
ShealfSRate—> heating—cooling temperature cycles before starting (0), after
101 45 and 90 days under extreme temperature variation tests,
©) B NENRNy are listed in Table 3. According with conductivity data, all
" NESIFNy formulations were classified as O/W because they had elec-
ann v NESIFNy trical conductivity values above that of distilled water (>1.3
t '::33% uS.cm ). The pH values obtained before and after the stabil-
2 0] '-:;fs‘unn ity tests remained between 6.0 and 7.0, showing small de-
8a 10 izt crease, compared with values attained before the treatment,
-‘>£°‘ “h‘::ﬂn while conductivity values show O/W characteristics over the
‘g,“u.,uu whole trial period. Therefore, formulations displayed visual
\,-::'_::nunn homogeneity being translucent during all the time of tests.
| "“!ggfn Further, { potential remained stable (-36 mV) for sample
10 e NEIIFN-y, and changed from -38 to -34 in the case of sam-
0 50 100 IS'OT%%I%G:Z%?UES'O 35.0 40.0 45.0 50.0 ple NE3IFN-y. Viscosity values remained constant during
°C > the treatment time, while the IFN-y dose decreased for both

Figure 3. Flow curve (a), viscosity (b) at 25°C and viscosity curve
(¢) under temperature programming from 5 to 45°C of interferon
gamma nanoemulsion (NE1IFN-y, NE3IFN-y, and (NESIFN-v).

samples from 118 to 72 and 101 to 79 ng.mL"", for NE1IFN-
v and NE3IFN-y, respectively. The hydrodynamic diameter
increased for both samples, running from 205 up to 352, and
183 up to 395 nm, for NE1IFN-y and NE3IFN-y, respec-
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Table 2. Phisycochemical characteristics attained from preliminary stability tests of preselected Nanoemulsions (NE1 and NE3) and
formulations (NE3IFN-y, NE3IFN-y).

Centrifugation Aspect Conductivity (uS.cm™) pH
Formulation
~25°C ~5°C Before After Before After Before After
NE1 N N TL TL 2.39 3.01 7.20 7.22
NE3 N N TL TL 2.26 2.52 7.40 7.50
NEI1IFN-y N N TL TL 7.61 8.08 7.10 7.00
NE3IFN-y N N TL TL 7.20 7.25 7.20 7.00

Abbreviations: N = Normal; TL = translucent liquid; Nanoemulsion (NE); Nanoemulsion formulations developed (NE IFN-y). N = Normal: no phase separation after the thermal

treatment

Table 3. pH, conductivity, { Potential, hydrodynamic size, and interferon gamma (IFN-y) concentration obtained before starting (0)
the heating—cooling temperature cycles, after 45, and 90 days of formulations NE1IFN-y and NE3IFN-y.

Time (days)
Assay Formulation
0 45 90
NEI1IFN-y 7.10+0.01 6.51+0.16 6,00 +0.10
pH
NE3IFN-y 7.00 +0.05 6.22 +0.49 6,68 +0.36
NEI1IFN-y 6.74£0.10 7.72 £0.54 7.81+0.18
Conductivity (uS.cm™)

NE3IFN-y 4.84+0.10 7.13+£2.23 6.20 +3.20

¢ Potential NEI1IFN-y -36.20 £4.53 -36.10 £ 0.28 -36.13 £0.35

(mV) NE3IFN-y -38.27+3.31 -34.53 £0.83 -3443+0.17
Hydrodynamic size (nm) NEI1IFN-y 204.95+10.48 347.57 £36.40 352.17+19.88
NE3IFN-y 183.07 £ 7.56* 435.63 £40.99 394.53 + 65.40
IFN-y NEI1IFN-y 118.08 £37.18 82.39 £37.04 72.13 £36.90

-1

(ng.mL") NE3IFN-y 101.48 +33.94 78.20 £39.18 79.41 £ 36.56

Viscosity NEIIFN-y 0.53+£0.01 0.54+0.01 0.52 +0.02

(Pa.s) NE3IFN-y 0.42+0.01 0.40£0.01 0.39 +0.03"

Abbreviations: ~To compare the test time the same group has been considered. * F =27.4829, p <0.01; “ F = 4314.38, p < 0.0001.

tively. According to attained rheological parameters and
physicochemical characteristics, the NE1IFN-y formulation
(10% oil, 10% aqueous phase, and 80% surfactants) present
higher stability, than the NE3IFN-y, has been selected to
conduct biological assays.

3.4. Biological Assays
3.4.1. Cell Viabiability

Cell viability of cells incubated in PBS and NE contain-
ing IFN- v, just incubated (0 h), after 0.5 and 24 h, are shown
in Fig. 5. It is observed that cells in the presence of NE1IFN-
v displayed higher viability (98.0 = 2.4; 97.8 + 1.3 and 92.2
+ 4.3 %) than the control cells namely (92.2 £ 3.0; 922 + 1.5
and 83.4 £ 3.8) in the window time studied.

3.4.2. Modulation of Blood Phagocyte Functional Activity
by IFN- y Loaded Nanoemulsion

In this study, mononuclear phagocytes in the presence of
bacteria were compared with spontaneous release. Higher
superoxide release, regardless of bacterial presence, was ob-
served when phagocytes were incubated in nanoemulsions
(NE1 or NE1IFN- y) (Fig. 6).

The phagocytosis and microbicidal activity of blood
phagocytes, in the presence of enteropathogenic Escherichia
coli, were investigated with IFN-y dissolved in PBS, NEI1,
and NE1IFN-y samples, while the control group was formed
by blood phagocytes in PBS. Data listed in Table 4 shows
that the cells and EPEC incubated with NE1IFN-y displayed
the higher phagocytic index (68.8 + 4.3%) than that attained
for NE1, or even IFN- y in PBS (40.4 + 17.7%). Otherwise,
NE1IFN- y did not affect the microbicidal activity of blood
phagocyte, as observed in (Fig. 6).
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Figure 5. Cell viability index of blood mononuclear phagocytes at different incubation times in the presence of developed nanoemulsion

formulation (NE1IFN-y).

(ANOVA) - *Comparing the control group with the group treated considering the same incubation time. F = 12.8818 and p < 0.0003; F =
9217 and p < 0.0012 (ANOVA). * Compared incubation times to the same treatment. F = 15.0661, p< 0.0001 and F = 4.5191, p < 0.0338.

Abbreviations: Phosphate buffer (PBS).
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Figure 6. Superoxide release, phagocytic, and bactericidal index of mononuclear blood phagocytes stimulated by interferon gamma (IFN-y),

nanoemulsion (NE1); developed nanoemulsion formulation (NE1IFN-y).

(ANOVA) - comparing the control group (no treatment) with the treatment group. *F = 8.4092 and p < 0.0001; * F = 9.1092 and p < 0.0001;
paring group group p p

°F=259,3968, p <0.0001. Abbreviations: Phosphate buffer (PBS).

3.4.3. Intracellular Ca**Release

Studies on intracellular Ca*" release were performed in
phagocytes treated with nanoemulsions, PBS plus BSA solu-
tion, and IFN-y by flow cytometry (Fig. 7). It is observed
that phagocytes incubated with NE1IFN- vy increase the Ca®*
release, when compared with phagocytes from the control
group and IFN-y.

4. DISCUSSION

In this investigation, we developed a stable oil-in-water
nanoemulsion system, loading nano doses of IFN-y. Our

findings demonstrate that this formulation improved the im-
munomodulatory activity of the IFN-y, highlighted by the
increasing of superoxide anion release, phagocytosis, and
intracellular calcium release of human blood MN cells.

The stability of emulsion systems depends intrinsically
on interphase interactions established by the emulsifier
agent, and on interface characteristics between the immisci-
ble phases. The selection of surfactant play a key role to de-
sign a stable emulsion [17]. A flexible fluid interfacial film is
rarely achieved by the use of single surfactant, and the addi-
tion of a co-surfactant is normally required. Further, the co-
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Figure 7. Intracellular Ca>" release from average of mononuclear phagocytes blood stimulated by interferon gamma (IFN-y), nanoemulsion
(NE); developed nanoemulsion formulation (NE1IFN-y) indicated by fluorescence intensity.
(ANOVA) — comparing the control group (no treatment) with the treatment group. * F = 10.4259 and p < 0.05. Abbreviations: Phosphate

buffer + bovine serum albumin (PBS+BSA).

surfactant reduces the necessary concentration of surfactants,
increase the mobility of chains of hydrocarbons increasing
the efficiency of emulsification [19]. In spite of NE are not
thermodynamically stable, a high stability have been attained
by optimizing the concentration of surfactants through HLB
values [20,51,52]. In this investigation, sorbitan oleate (SP),
polysorbate 80 (TW) were used as surfactant, along with
propylene glycol (PG), the co-surfactant, whose proportions
(3.5:5.5:1.0) were optimized to obtain a Smix with the same
HLB of the (CCT-oil) phase. Furthermore, by following this
procedure it is possible to obtain small droplets contributing
to increase the colloid stability [53].

Phase diagrams can be employed to investigate the phase
behavior of emulsion systems, aiming to select translucent
systems from other present structures [16,54]. However, they
did not assure the stability of such systems, requiring further
tests [7]. In this study, the selection of the proportion of
multi components, namely, oil, water phase and Smix were
attained through ternary diagrams. The diagram displaying
regions with different levels of stability by changing the pro-
portion of multi components, is in agreement with data from
literature [20,55]. This procedure allowed the preselection of
samples with nanoemulsion characteristics that were further
characterized.

After definition of formulations with NE characteristics,
the physicochemical stability of samples can be obtained
through rheological analyses, such as information about the
structure of the emulsion and monitoring of the stabilization
process [19]. Rheological properties of colloidal suspensions
depend on its type, shape, density and number of compo-
nents, as well as the interaction among them [16]. Thus, mi-
crostructure changes influence the system rheology [56]. As
for instance, liquid and translucent emulsions generally ex-
hibit Newtonian behavior with constant viscosity for a wide
range of shear rate [56,57] . In this report, the prepared for-
mulations displayed Newtonian profile, adequate for oral and

parenteral administration routes [58]. Note that, these routes
are suitable to immunomodulators agents. Further, these
formulations displayed constant viscosity in a large range of
temperature and shear rate.

The synthesized NEs present polydispersity in the range
of 0.2 and 0.4, with a reduction of size for samples loading
IFN-y. This observed reduction of polydispersity index is
characteristic of NE preparation processes, once it depends
on the type of agitation and mixing, and also on the order
that components are added [59]. As for instance, selected
nanoemulsions containing interferon, NEIIFN-y and
NE3IFN-y, has a Dy equal to 205 nm and 183 nm, respec-
tively, while with PDI values of 0.41 and 0.38, respectively,
in accordance with literature [19,20,60]. Further, { potential
was approximately -40 mV, for all prepared samples. In par-
ticular both, NE1IFN-y and NE3IFN-y, present a { = -36
mV. These high values attained for { potential indicate the
ionic characteristic of dispersions, preventing coalescence
and assuring stability [17,61].

Prepared samples were further investigated to probe its
stability. As for instance, by centrifuging samples in a wide
range of velocity, it is possible to confirm its stability or ob-
serve its phase separation [7]. All prepared formulations,
with or without interferon, when submitted to centrifugation
process, maintained macroscopic stability, with aspect trans-
lucent and homogeneity during the studied window time.
This behavior is characteristic of nanostructured systems
[62]. Moreover, interferon loaded synthesized samples
passed through stability tests as a function of temperature,
namely heating—cooling temperature cycles, remaining trans-
lucent and homogeneous. Further, only small variations of
pH values and electrical conductivity was observed after
thermal stress treatments, indicating that prepared NEs are
stable [7,63]. Note that, formulations are biocompatible,
once physiologic pH is in the range from 6.0 to 7.0 [64]. In
addition, negligible variations in the conductivity values did
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not affect the droplet diameter values, suggesting NEs are
stable [20], despite the relationship between conductivity
changes and instability in NEs being not linear [20,65].

The long term stability presented by the synthesized NEs
is mainly due to the reduced size, Brownian motion, and low
interfacial tension [52,66]. In particular, selected NEs, con-
taining IFN-y, presented Newtonian profile and no change in
the hysteresis area, during the time interval investigated.
Further, NE1IFN-y showed similar viscosity values during
90 days, while NE13FN- vy had a small decrease. In addition,
NE1IFN-y had its hydrodynamic size increased during the
tests, and the dosage of IFN-y, decreased under performed
thermal treatments. Therefore, our findings indicate that
NE1IFN-y formulation presented the highest stability pa-
rameters and was selected to perform biological assays.

Toxicity testing is mandatory for development of new
formulations [67]. In this context, viability assays of MN
cells performed in control (PBS), IFN-y (IFN-y in PBS),
NE1, and NE1IFN-y, show that the latter presented higher
cell viability than the others groups, even the control ones,
during the studied window time. Further, MN cells play an
important role in the defense system, by producing NADPH
oxidase, anion release, and are able to phagocyte and elimi-
nate bacteria [68], indispensable tasks for successfully im-
munologic and inflammatory response [69]. Our findings
indicate that the optimized nano formulation containing in-
terferon (NE1IFN-y) is proper to perform biological assays
to probe its action regarding the immunologic system. Some
studies on nanostructured systems designed to stimulate the
phagocytose and microbicidal activity are found in literature
but none carrying interferon [70-74]. As for instance, nano-
systems containing hormones such as cortisol [71,75], and
melatonin [73,76,77], nano fractions of Momordica charan-
tia [70], and propolis [74], exhibit properties able to stimu-
late phagocytosis. The interaction between nanosystems and
blood cells is very important, once recognizing and/or deliv-
ering the drug depends on the DDS composition and size
[78,79]. In addition, drug characteristics and its interaction
with the nanosystem influence directly the functional activity
of phagocytes.

Cytokines, such as IFN-y, firstly act on phagocytes by
activating its phagocytic and microbicidal activities [29,80].
In this report, biological assays carried out in NE incorporat-
ing IFN-y, show modulation effects on the functional activity
of human blood MN phagocytes. Note that similar results for
phagocytosis were found when IFN-y was mixed with cells,
but the microbicidal activity was lower [46].

The mechanism of action of cytokines can be associate to
several processes such as changes in the Ca" intracellular
release by phagocytes [81]. Further, superoxide release,
phagocytosis, and microbicidal activity, associated to Ca"
intracellular release by phagocytes, contribute effectively to
the defense system in case of bacterial [50,82] or fungal in-
fections [83], or diseases due to protozoa [77]. In addition,
the Ca®" ion plays an important role in the regulation of sev-
eral biological processes. As for instance, an increase in the
intracellular Ca”" influences the liberation of neurotransmit-
ters and cellular membranes excitation [84]. Our findings
show an increase in the intracellular Ca*" release in the opti-
mized formulation, when compared with control groups.
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The free radical release is an important mechanism of
defense during infectious processes, mainly in intestinal in-
fections [49,50,77]. It is known that cells are able to produce
great amounts of superoxide radicals during an oxidative
stress, but this process can be further stimulated by endoge-
nous or exogenous compounds [85,86], such as melatonin
[87,88] and active plants [82,89], and cytokines, such as
IFN-y [46,90] respectively. Here, our findings show that
NE1IFN-y formulation is able to stimulate the functional
activity of human blood MN phagocytes by increasing su-
peroxide release, and this increase reflects in phagocytosis
and Ca”" intracellular release. Our findings clearly suggest
that nanocarriers can magnify the action of IFN-y on blood
cells.

5. CONCLUSION

In the present study, a stable oil-in-water nanoemulsion
system containing nano doses of IFN-y was designed and
produced. Our findings indicate that the IFN-y loaded
nanoemulsion, herein developed, acts by improving the im-
mune system. This is shown by the increase of anion super-
oxide release, phagocytosis, and intracellular Ca*" release in
phagocytes of human blood. Further, the prepared formula-
tion displayed Newtonian profile, adequate for oral and par-
enteral administration routes. Considering the effects of IFN-
vy therapies, our modified release system of cytokine is highly
promising in the development of immunological therapies,
opening new perspectives to improve the efficiency of IFN-y
in the treatment of diseases and infections, parasitic and can-
cer diseases that promote an immunosuppression.

LIST OF ABBREVIATIONS

AQ = aqueous phase

CCT = capric/caprylic acid triglycerides

DDS = drug delivery systems

DLS = dynamic light scattering

EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid

EPEC = enteropathogenic Escherichia coli

GE = gelling emulsion

HLB = hydrophilic-lipophilic balance

IFN-0 and IFN-f = type I interferon

IFN-y = type II or y-interferon

LE = liquid emulsion

MN = blood mononuclear cells

N = normal

NE1 to NE9 = NE formulations

NEIFN-y = formulations nanoemulsion inter-
feron-y

NEs = nanoemulsions

NK cells = natural killer cells

O/W or W/O = oil-in-water or water-in-oil

PBS = phosphate buffered saline
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