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RESUMO

Introducdo. O QS-21 é uma saponina extraida da casca da arvore sul-americana Quillaja saponaria. E um bioativo conhecido
por sua capacidade de ativagdo do sistema imunolégico, caracterizando assim sua potencial utilizagdo como adjuvante em
vacinas de subunidades. Materiais e Métodos. Para melhor biodisponibilizar esse principio ativo, o objetivo deste trabalho foi
o de produzir nanoemulsdes estaveis a partir da utilizagéo de éleo vegetais para a incorporagao do QS-21 por meio da técnica
de microfluidizacéo; e avaliacdo da estabilidade das formulagdes ao longo do tempo quanto ao diametro de particula, indice
de polidisperséo, pH e analise visual. Resultados esperados. Os resultados obtidos apontaram melhores estabilidades para
os 0leos de oliva, semente de uva e abacate quanto aos parametros avaliados.
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1. INTRODUCAO

As vacinas de subunidades sédo op¢Bes modernas de vacinas e oferecem a vantagem da néo utilizacao
do patégeno vivo inteiro, sendo assim consideradas op¢cGes mais seguras frente as vacinas tradicionais. No
entanto, devido a essa caracteristica esse tipo de vacina ndo possui adjuvantes imunogénico naturais,
necessitando da co-administracdo de um imunoadjuvante.! Dentre os potenciais bioativos candidatos esta o QS-
21, bioativo extraido da casca da arvore sul-americana Quillaja saponaria®, que representa uma classe de
potentes adjuvantes por sua capacidade de estimular a resposta imunoldgica Thl e a producéo de linfécitos T
citotéxicos contra agentes exdgenos.® O meio no qual esse adjuvante é formulado influencia diretamente em sua
biodisponibilidade e eficiéncia. A nanoemulsdo € um sistema de encapsulamento a base de lipidios, composta
por fase oleosa e aquosa estabilizadas pelo uso de um surfactante e co-surfactante adequados, sendo
considerada uma tecnologia promissora empregada na entrega e liberacdo de compostos bioativos.* As
nanoemulsdes do tipo O/A s&o aquelas que possuem nucleo oleoso e oferecem vérias vantagens, especialmente
a de serem os sistemas mais indicados para o carreamento de farmacos hidrofilicos e lipofilicos simultaneamente,
caracteristica do QS-21.5 A técnica de encapsulamento também influencia diretamente na estabilidade dos
sistemas produzidos. A microfluidizagdo vem recentemente sendo aplicada no desenvolvimento de
nanoemulsées, conseguindo aprimorar a estabilidade e a biodisponibilidade do bioativo.® Dessa forma, o objetivo
deste estudo foi produzir nanoemulsdes estaveis a partir da técnica de microfluidizacdo e avaliar a estabilidade
guanto aos 6leos vegetais utilizados em relacdo ao didmetro de particula, indice de polidispersdo, pH e andlise
visual.

2. METODOLOGIA

A fase oleosa consistiu de 6leos naturais, fosfatidilcolina (PC) de soja e o principio ativo QS-21. No total
foram preparadas 8 emulsdes, 4 contendo o principio ativo (F) e 4 formulagdes controle — sem PA (C), onde para
F1 e C1 foi utilizado 6leo de coco, F2 e C2 6leo de oliva, F3 e C3 6leo de semente de uva e F4 e C4 6leo de
abacate, todos na concentracédo de 4%. Para a fase aquosa foi utilizado tampao aquoso NHPO4/Glicerol. O QS-
21 e o dleo foi sonicado durante 5 min a 60°C em banho ultrassénico. Apds esse tempo foi adicionado o PC e
sonicado por mais 30 min. Em outro béquer foi adicionado 0,072 g do emulsificante poloxamer 188 a 192 mL de
tampéo, que foi adicionado ao béquer contendo a fase oleosa (apds o término da sonicagéo), formando assim
um volume final de 200 mL para cada emulsdo. A mistura foi entdo homogeneizada durante 15 min a uma
velocidade de 10.000 rpm. As emulsdes foram entdo submetidas ao processo de microfluidizag&o por um periodo
de 15 minutos e 23 segundos, na pressao de 30.000 psi a uma temperatura de 4-10°C, para redugéo do tamanho
de particula. As nanoemulsées foram filtradas (filtro 0,22 um) e armazenadas nas temperaturas de 4°C, 25°C e
40°C por um periodo de 90 dias, sendo analisadas no tempo 0 e a cada 30 dias quanto ao tamanho de particula
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(d.m), indice de polidispersédo (Pdl) e pH. O diametro médio e Pdl foram obtidos pela técnica de espalhamento
de luz dinAmico-DLS, no equipamento Zetasizer NanoZS. As medi¢des foram realizadas a 25°C, utilizando 10 pL
da amostra diluida em 1 mL de agua deionizada, disposta na cubeta DTS 1070 do Zetasizer NanoZS (Malvern
Instruments Zen 3600, Reino Unido). A analise de pH foi realizada utilizando o pHmetro da Mettler Toledo,
FiveEasy Plus, calibrado com os padrdes 4,01 e 7,00. A andlise visual foi realizada por meio de inspe¢éo manual
seguindo parametros de analise de separacao de fases.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo do tempo, as particulas podem sofrer diversas alteracGes que podem ser fisicas, quimicas e/ou
bioldgicas. Fisicamente, elas podem sofrer agregacéo, fuséo ou ruptura e essas acdes dependem da constituicao
lipidica, bem como do meio envolvente.” Quanto ao tamanho de particula, na Figura 1 estdo demonstrados os
resultados obtidos em relacdo ao diametro médio (d.m) onde na temperatura de 4°C, a nanoemulsdo F2
apresentou estabilidade apos o periodo de 30 dias com média de 128,8 nm de diametro ao longo do periodo
avaliado; ja F1 e F3 se tornaram estaveis apenas apos 60 dias, com médias 123,36 e 129,44 nm,
respectivamente. Na temperatura de 25°C, F3 e F4 apresentaram estabilidade apenas apds 60 dias; e na
temperatura de 40 °C, apenas F1 se mostrou estavel ao longo do tempo, mantendo um didametro médio de 123,35
nm; ja F3 se tornou estavel apenas apos 60 dias. Em estudo utilizando um extrato de saponinas e 6leos minerais,
foi observado que os diametros médios e Pdl se mantiveram dentro faixa aceitavel para o uso das nanoemulsdes
como solugdes adjuvantes®, assim como os resultados desse estudo.

Figura 1. Diametro médio (d.m) em funcdo do tempo nas temperaturas de 4 °C (a), 25 °C (b) e 40 °C (c).
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Quanto ao PdI, as nanoemulsdes apresentaram variacdes de 0,06 a 0,28, na temperatura de 4 °C, 0,06
a 0,16, a 25 °C, e 0,05 a 0,16, a 40 °C. Os resultados obtidos, dispostos na Figura 2, mostraram boas respostas
guanto ao Pdl das amostras, estando préximos ao valor numérico de 0,0 que caracteriza uma amostra
perfeitamente uniforme em relacdo ao tamanho de particulas.® indices menores que 0,2 s&o ideais por
representarem que a distribuicdo do didmetro de particulas se encontra em uma faixa estreita, o que indica
homogeneidade das particulas em suspenséo, o que leva uma boa distribuicdo e liberacdo adequada dessas
particulas na formulagéo.'® Dentre as nanoemulsGes produzidas, F1, F2 e F3 foram as que mantiveram o indice
estavel do 30° ao 90° dia, em todas as temperaturas avaliadas.

Os resultados quanto ao pH demonstraram que nas temperaturas de 4 °C e 25 °C houve manutencao do
pH, sem altera¢Bes significativas, ao longo do periodo analisado, porém na temperatura de 40 °C houve reduc¢éo
do pH das nanoemulsdes, indicando a ocorréncia de reac¢des quimicas que levaram a degradacéo de &cidos
graxos dos 6leos vegetais!?, o que também foi observado em outros estudos®2, O monitoramento do valor de
pH é importante para determinar a estabilidade das nanoemulsdes, ja que as alteracdes de pH indicam a
ocorréncia de reagfes quimicas que possam comprometer a qualidade do produto final.

De maneira geral, nenhuma nanoemulséo produzida sofreu separacédo de fases, porém apresentaram
alteracdo na coloracdo, especialmente na temperatura de 40 °C. Nessa temperatura também foi observada a
liberagdo de um forte odor. Dentre as formulagdes, F1 (6leo de coco) mostrou maior alteracédo, enquanto F4 (6leo
de abacate) mostrou menor alteragdo.

Para propiciar melhores resultados, o processo de microfluidizagdo pode ser melhor adaptado quanto ao
ndmero de passagens das nanoemulsdes no equipamento, para que assim sejam obtidos menores tamanhos de
particula formados e consequentemente melhor estabilidade do didmetro e Pdl das amostras ao longo do periodo
avaliado, principalmente para néo influenciar na biodisponibilidade do principio ativo QS21.
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Figura 2. indice de polidisperséo (Pdl) em funcéo do tempo nas temperaturas de 4 °C (a), 25 °C (b) e 40 °C (c).
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

E valido concluir que especialmente os 6leos de oliva (F2), semente de uva (F3) e abacate (F4), foram
eficazes na estabilizacdo do QS-21, indicando a eficiéncia da técnica de microfluidizacdo. As temperaturas de 4
°C e 25 °C permitiram melhor desempenho quanto aos parametros avaliados, diferente da temperatura de 40 °C
gue levou a degradacdo dos compostos e alteracdo no pH. As propriedades avaliadas sdo importantes na
producdo de carreadores lipidicos, pois afetam diretamente na meia-vida ou vida de prateleira da formulagéo,
dessa forma, os resultados obtidos permitem a escolha de formulacbes para ensaios futuros, como liberacéo e
absorcédo, além de indicar a possibilidade de mais pesquisas sobre a utilizacdo desses 6leos na producgédo de
formulagBes adjuvantes, frente aos 6leos sintéticos utilizados.
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