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Resumo

A esquistossomose mansodnica possui alta prevaléncia no Brasil, porém € uma
parasitose negligenciada com limitagdo de farmacos para tratamento, sendo
necessario estudo de alternativas terapéuticas efetivas. Estudos demonstram que
alguns &cidos graxos possuem atividade na destruicdo do tegumento e morte do
parasita Schistosoma mansoni, e que nanoparticulas de poli(e-caprolactona) com
acido oleico apresentaram tamanho adequado para liberacdo de farmacos e alta
eficiéncia de encapsulacdo. As nanoparticulas foram obtidas por nanoprecipitacdo e
acondicionadas em condi¢fes distintas de temperatura por 60 dias para avaliacédo
da estabilidade. Os resultados obtidos evidenciaram instabilidade nas nanoparticulas
em relacdo ao tamanho de particula, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta
em funcdo do tempo, conforme descrito em literatura, porém ndo foi observada
degradacdo nem liberacdo antecipada do farmaco encapsulado. O método para
determinacao do teor de acido oleico por UHPLC foi desenvolvido e validado, sendo
apropriado para quantificacdo do farmaco.

Introducao

A esquistossomose mansbnica é uma infeccdo parasitaria negligenciada,
frequente em regides tropicais e subtropicais de paises em desenvolvimento, cuja
importancia socioecondmica e na saude ocorre devido a alta morbidade e
mortalidade (KING, 2010). Atualmente, o seu tratamento € realizado com
praziquantel, unico farmaco disponivel, causando uma preocupacao crescente sobre
seu uso extensivo e desenvolvimento de tolerancia e resisténcia as espécies de
Schistosoma (FALLON et al., 1995).

Neste sentido, a alta prevaléncia, ampla distribuicdo e limitagdo de farmacos
indicam a necessidade de desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.
Estudos recentes demonstram a atividade de acidos graxos, como o acido oleico,
contra a penetragdo do parasita Schistosoma mansoni na fase de cercaria e também
pela inibicdo de algumas enzimas presentes nas cercarias e vermes adultos,
responsaveis pelo desenvolvimento do parasita, assim como a morte do verme por
destruicdo do tegumento (LEE et al., 2013).

Nos ultimos anos, sistemas nanoestruturados para a liberacdo de farmacos
tém apresentado vantagens como a liberagdo precisa de doses mais baixas,
direcionando o farmaco para o alvo da acdo e, assim, reduzindo a absor¢cdo em
tecidos que ndo séo considerados alvos (TRAN et al., 2011). Contudo, hé limitacdes
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em decorréncia da instabilidade, por agregacdo ou fusao das particulas, hidrélise do
polimero e reacfes quimicas (ABDELWAHED et al., 2006).

Desta forma, o objetivo do presente projeto é a incorporagcédo de &acido oleico
em nanoparticulas poliméricas preparadas com PCL, a caracterizacdo do estado
sélido das nanoparticulas e a sua estabilidade de armazenamento, visando
aumentar a biodisponibilidade do farmaco nas veias mesentéricas, habitat do verme
no corpo humano.

Material e Métodos

As nanoparticulas poliméricas foram obtidas por nanoprecipitacdo. A fase
organica consiste do polimero PCL em duas formulagées com 0,05 g e 0,1 g, com
acetona (27 mL), Span 80 (0,077 g), sendo uma com &cido oleico (0,1 g) e outra
sem farmaco, e a fase aquosa, com Tween 80 (0,077 g) e agua destilada (53 mL). A
fase organica foi gotejada sobre a fase aguosa, mantida sob agitacdo magnética, e a
suspensao foi levada a rotaevaporacgéo a 40° C.

Para a quantificacdo do farmaco encapsulado foi desenvolvido um método
utilizando um Cromatdgrafo Liquido de Ultra Performance (UHPLC, modelo
Nexera, Shimadzu). A fase estacionaria foi uma coluna de fase reversa C18 e
duas fases modveis constituidas de (A) metanol:hexano 98:2 e (B)
acetonitrila:hexano 98:2, ambas com 0,1% de &cido acético glacial. Os
parametros utilizados foram: temperatura da coluna de 40 °C, fluxo de 0,2
mL/min, volume de injecdo de 20 pL. Foi utilizado detector UV em 242 nm. Para
validacdo do método, foram avaliados os seguintes parametros: linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo, precisao e especificidade, conforme a RDC
n° 166 de 2017 da ANVISA.

Para o estudo de estabilidade, as amostras foram armazenadas em: (a)
temperatura ambiente a 25°C, (b) geladeira a 7 °C, e (c) congelador a -2 °C, todas
protegidas da luz. As nanoparticulas foram caracterizadas no tempo 0 e em
intervalos até 60 dias, através de analises de tamanho de particulas e potencial zeta
por espectroscopia de correlacdo de fotons (Zetasizer Nano ZS90) apoés diluicéo
em agua destilada 1:500 (v/v), pH através de potencidmetro digital, e teor de
farmaco através do método desenvolvido e validado, ap6s centrifugacéao e filtracao
das amostras utilizando membranas filtrantes de 0,22 um (Amicon Ultra) por 20
minutos para injecdo do sobrenadante no UHPLC.

As nanoparticulas foram liofilizadas em Liofilizador LD 1500 (Terroni) e
examinadas em Difratdbmetro de Raio-X Ultima IV (Rigaku), scan de 2°/min e 26
de 5° a 80°, corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV.

Resultados e Discusséo

Apoés a obtencdo das amostras, foram realizadas analises no tempo zero e
armazenadas nas condi¢des previstas até 60 dias, sendo que as amostras de PCL
0,05 g a 25°C foram descartadas devido a contaminacéo por fungos no tempo 45.

Os resultados do tamanho de particula e indice de polidispersdo (Tabela 1)
evidenciam a instabilidade das suspensfes por formacédo de agregados com perda
da uniformidade dos tamanhos das particulas em funcdo do tempo, o que pode ser
influenciado pela concentracédo do polimero, viscosidade da fase organica e também
alteracdes nas forcas repulsivas das particulas, mensuradas pelo potencial zeta,
considerando que valores altos, independente da carga, sdo fundamentais para
evitar a agregacdo das particulas (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004). Além
destes, baixas temperaturas de armazenamento realizam controle cinético no
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crescimento das nanoparticulas em funcao do tempo, enquanto que o congelamento
desestabiliza as suspensfes ao promover separacdo das fases (ABDELWAHED et
al., 2006).

Tabela 1 — Resultados obtidos das andlises de tamanho de particula, indice de
polidispersao e potencial zeta

Tamanho particula indice de Potencial zeta
Amostra (nm) polidispersao (mV)
Tempo Tempo Tempo
0 30 60 0 30 60 0 30 60
PCL A 217,2 - 0,527 - -41,6 -
0,05 G 240,5 384,6 4499 0,383 0,605 0,711 -19,2 -219 -46,8
SF C 387,6 188,3 0,630 0,348 -22,7  -34;3
PCL A 306,5 - 0,526 - -41,6 -
0,05 G 342,1 4235 264,0 0,468 0,687 0,538 -32 -37,7 -36,4
AO C 513,3 253,0 0,592 0,216 -22,8  -34,0
PCL A 515,6 348,5 0,584 0,579 -33,8 -19,1 -315
01 G 387,3 4929 2885 0,468 0,625 0,512 -26,0 -30,6
SF C 456,3 205,2 0,555 0,164 24,4 -25,5
PCL A 435,5 255,0 0,538 0,331 -295 -29,8 -36,9
01 G 2349 4439 323,6 0,258 0,542 0,375 -29,8  -34,0
AO C 403,6 178,44 0,691 0,129 -38,4 43,0

A: Ambiente; G: Geladeira; C: Congelador

Em relacdo ao pH, € um parametro fundamental para avaliar a estabilidade
pois sua reducado indica degradacdo do polimero devido a hidrélise. No entanto,
houve aumento do pH na maioria das amostras com o0 tempo, 0 que néo indica
degradacéao do polimero.

As amostras liofilizadas foram caracterizadas por Difracdo de Raio-X e o
difratograma exibiu dois picos caracteristicos do polimero PCL, sendo que na
amostra com acido oleico as nanoparticulas apresentaram perfil mais amorfo, porém
mantendo a caracteristica semicristalina do polimero.

Quanto ao método desenvolvido para quantificagdo do &cido oleico
encapsulado por UHPLC, a curva de calibracdo obtida apresentou equacédo da reta
y= 3,011800x — 36203,0794 e coeficiente de relacdo r?=0,9945. Para validacdo, a
linearidade foi observada entre 0,25 e 1,0 mg/mL, com limite de deteccédo e
quantificacdo de 0,0810 mg/mL e 0,2455 mg/mL, respectivamente. O desvio padrao
relativo foi de 2,45%, indicando que o método € preciso. O método se mostrou
especifico ao demonstrar auséncia de sobreposi¢cdo de picos no tempo de retengéo
do &acido oleico, evidenciando que ndo ha interferéncia dos componentes da
formulag&o no pico do farmaco.

A partir deste método foi realizado o estudo do teor do farmaco encapsulado
nas nanoparticulas pelo método de centrifugacéo e filtracdo. A andlise do filtrado
indicou que todo o acido oleico incorporado na formulagéo foi encapsulado, pois este
nao foi detectado, apresentando eficiéncia de encapsulagéo de 100 %. O estudo de
estabilidade também mostrou que ndo houve liberacdo do &acido oleico das
nanoparticulas apdés armazenamento em temperatura ambiente, refrigerador e
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congelador durante 15 dias, pois o farmaco também néo foi detectado no filtrado. As
analises nos dias 30 e 60 ndo foram possiveis de serem realizadas, por problemas
com o UHPLC que esteve em manutencao.

Concluséo/des

O estudo evidenciou a instabilidade das suspensfes de nanoparticulas em
funcdo do tempo, mas ndo foi detectada degradacdo das nanoparticulas nem
liberacdo precoce do acido oleico em nenhuma das amostras durante o periodo de
tempo estudado. As amostras de geladeira e temperatura ambiente apresentaram
resultados mais uniformes em relacdo as amostras congeladas que sofreram
variagbes abruptas, porém, a falta de refrigeracdo aumentou a susceptibilidade a
contaminagcdo microbiolégica. Sendo assim, pode-se concluir que armazenamento
de suspensdes aquosas de nanoparticulas poliméricas deve ser preferencialmente
realizado em refrigeracao.
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