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Resumo

Nanoparticulas sao sistemas sélidos coloidais com particulas com diametro médio
de até 1000 nm. A esquistossomose é uma parasitose com alta prevaléncia e
distribuicdo no Brasil, classificada como doenca negligenciada, que normalmente
ndo sdo alvos de investimento com nanotecnologia; porém, considerando as
vantagens desses sistemas e o impacto da doenca, se observou a necessidade de
nova alternativa de tratamento. Buscou-se a obtencdo de nanoparticulas poliméricas
de PCL em duas concentracfes, através da técnica de nanoprecipitacdo, contendo
acido oleico como farmaco, devido a sua capacidade de destruir o tegumento dos
parasitas. As nanoparticulas foram caracterizadas, apresentando tamanho entre
200,1 nm e 221,0 nm, indice de polidispersdo menor que 0,3, potencial Zeta entre -
12,7 e -37,0 e superficie esférica e lisa. O farmaco foi quantificado por CLAE, e a
eficiéncia de encapsulacao apresentou valores de 69,239 + 1,449 e 64,760 + 2,805,
porém o método de quantificacdo por CLAE e o meio de dissolucdo precisam ser
ajustados para se prosseguir com o estudo de liberacao in vitro.

Introducao

Sistemas de liberacdo controlada de farmacos tém sido promissores por
apresentarem varias vantagens com relacdo aos sistemas convencionais.
Nanoparticulas sédo caracterizadas como sistemas solidos coloidais com diametro
médio de particula entre 5 e 1000 nm (MALFATTI et al, 2016).

A esquistossomose é uma infeccdo parasitaria negligenciada de alta prevaléncia e
distribuicdo no Brasil. Os sinais e sintomas relacionados a doenca incluem diarreia,
dor abdominal, hematémese, melena, anemia e ascite (NEVES et. al., 2005).
Doengas negligenciadas normalmente n&o s&o alvos de investimento com
nanotecnologia; porém, considerando as vantagens dos sistemas nanoestruturados
e o0 impacto da doenca, observou-se a necessidade de nova alternativa de
tratamento.

Estudos tém demonstrado atividade de acidos graxos contra penetracdo ativa da
cercéaria de Schistosoma mansoni, inibindo a atividade de suas enzimas proteoliticas
(RESSUREICAO et. al., 2015, LEE et al., 2013), além de causar alteragbes no
tegumento dos vermes (Resultados ndo publicados). Nanoparticulas poliméricas
contendo acido oleico foram obtidas em estudos prévios e caracterizadas,
apresentando caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias (Resultados nao
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publicados), e por esse motivo, 0 objetivo do trabalho consistia na avaliacao do perfil
de dissolucéo in vitro do acido oleico a partir desse sistema.

O farmaco acido oleico compde o0 nucleo oleoso do sistema, encapsulado por uma
matriz solida constituida do polimero poli(e-caprolactona). A técnica utilizada para
obtencdo é chamada de nanoprecipitacdo ou deslocamento do solvente. Com esse
sistema, visa-se 0 aumento da biodisponibilidade do &cido oleico nas veias
mesentéricas, habitat do verme no corpo humano.

Materiais e Métodos

A técnica utilizada na obtencdo das nanoparticulas consiste na preparacdo de uma
fase organica, onde o polimero, poli(e-caprolactona) (PCL) € solubilizado em um
solvente organico polar, e a fase aguosa. Adicionam-se tensoativos em ambas as
fases. Em seguida a fase organica é gotejada sobre a fase aquosa sob agitacédo
magnética, formando um sistema opalescente, que é mantido em agitacdo por mais
dez minutos para estabilizacdo. Apds a obtencdo, as amostras foram levadas até o
equipamento de rotaevaporacao para remocao do solvente em temperaturas de 40°
C a 60° C. As formulacdes seguem na Tabela 1.

Tabela 1 — Composigao das formula¢des desenvolvidas.

Fase Orgéanica Fase Aquosa
Acido Span 80° Tween 80° | Agua destilada
Amostras | PCL (g) Oleico (g) P @) Acetona (mL) @ g (mL)
1 0,05 - 0,077 27 0,077 53
2 0,05 0,1 0,077 27 0,077 53
3 0,1 - 0,077 27 0,077 53
4 0,1 0,1 0,077 27 0,077 53

As formulacBGes foram caracterizadas quanto ao tamanho de particula, indice de
polidispersdo (PDI) e potencial Zeta através do equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments). As amostras foram diluidas na proporcéo 1:10 (v/v) em agua
destilada, e levadas ao equipamento para obtencéo dos dados.

Para a caracterizacdo da morfologia das nanoparticulas, utilizou-se o microscoépio
eletrbnico de varredura por emissdao de campo (MEV-FEG). As amostras foram
diluidas na proporcdo 1:100 (v/v), fixadas em suporte metalico, metalizadas com
ouro por um minuto e levadas ao equipamento, modelo Mira 3 (Tescan).

Para a determinacdo quantitativa do acido oleico, preparou-se uma solucéo estoque
de acido oleico em metanol (10 mg/mL); aliquotas dessa solucdo foram diluidas em
metanol para formar a curva analitica com as concentracdes de 4, 2, 1, 0,5, 0,25 e
0,125 mg/mL. As amostras foram filtradas e injetadas em triplicatas no equipamento
de Ultra Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE/UHPLC) Nexera
(Shimadzu), com fluxo de 0,5 mL/ min e volume de injecdo de 50 pL. A fase
estacionaria foi uma coluna de fase reversa C-18 (250 mm/ 4,6 mm, 5 um); a fase
movel era composta pela mistura acetonitrila:metanol:hexano (90:8:2 v/v),
acidificada com 0,2% de &cido acético. Utilizou-se o detector de ultravioleta em 208
nm. Este método também foi utilizado para avaliar a eficiéncia de encapsulacao
através das amostras liofilizadas apds a obtencdo, solubilizadas em metanol, e
injetadas em triplicatas.

Tinha-se como objetivo avaliar o perfil de liberacdo do acido oleico in vitro, e por isso
testaram-se 0s possiveis meios de dissolugdo e o comportamento do farmaco frente
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a esses meios; porém nao se conseguiu quantificar o acido oleico através do método
de CLAE, de modo que néo foi possivel prosseguir com o estudo de liberagéo.

Resultados e Discussao

Para verificar a eficiéncia da evaporacdo, mediu-se o volume das amostras apos a
rotaevaporacédo; os valores obtidos se apresentaram entre 23 e 60 mL; desejavam-
se valores proximos a 53 mL, de modo que os volumes obtidos foram satisfatorios;
amostras com valores menores que 53 mL podem ter sofrido degradacéo.

Os tamanhos das nanoparticulas obtidas pela espectroscopia de correlagdo de
fétons foram satisfatorios, visto que variaram de 200,1 nm e 221,0 nm, de modo que
possuem tamanhos adequados para utilizacdo como sistema carreador de farmaco,
de acordo com estudos publicados (Mosqueira, 2000; Duran 2006).

O indice de polidispersdo (PDI) é importante para determinar a distribuicdo de
tamanhos de particula, de modo que valores menores que 0,3 indicam
homogeneidade. Os valores obtidos variaram de 0,200 a 0,288, mostrando que as
nanoparticulas apresentam homogeneidade de tamanho.

Os valores obtidos pelo potencial Zeta através da mobilidade eletroforética se
apresentaram negativos, devido caracteristicas do polimero. Os valores ideais sdo
acima de +30 mV ou -30 mV, indicando a estabilidade elétrica. As amostras
apresentaram valores entre -12,7 e -37,0, de modo que apenas as amostras sem
farmaco apresentaram valores dentro do esperado.

O MEV-FEG é capaz de produzir imagens tridimensionais e de alta resolucédo da
superficie de uma amostra. As imagens obtidas mostraram nanoparticulas esféricas
e com superficie lisa; o formato irregular indica degradacdo devido a
rotaevaporagao.

Figura 1 — Imagens representativas das amostras 1, 2, 3 e 4, respectivamente, obtidas pelo FEG nos
meses de marco e junho.

O método de CLAE foi utilizado na determinacdo quantitativa do acido oleico e para
prever a eficiéncia de encapsulacdo. A Figura 2 apresenta a curva de calibragéo
obtida, juntamente com a equac&o da reta e coeficiente de determinacéo (R?).
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Figura 2 — Curva de calibracéo do &cido oleico obtida por CLAE.
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O resultado da eficiéncia de encapsulacdo para as amostras de PCL com 0,05 g de
polimero foi de 69,239 + 1,449; para as amostras de PCL 0,1 g, o resultado foi de
64,760 + 2,805. Assim, as amostras apresentaram um bom valor de eficiéncia de
encapsulacdo, porém o resultado também indica que uma parte grande do farmaco
adicionado na formulagéo se encontrava livre.

N&o foi possivel concluir o perfil de liberacdo do farmaco a partir das nanoparticulas,
pois a quantidade de farmaco presente no meio de dissolucdo apos a liberacado néo
era detectavel ao método de CLAE, sendo necessario testar outros meios capazes
de dissolver o &cido oleico, ou ajustar o método de quantificacéo.

Conclusodes

As nanoparticulas foram obtidas de forma satisfatoria e reprodutivel, com
caracteristicas fisico-quimicas pertinentes para carreadores de farmacos. Possuem
forma esférica e superficie lisa, apresentando irregularidades quando passam pelo
processo de rotaevaporacdo em temperatura acima de 40°C. Apresentaram bom
resultado de eficiéncia de encapsulacdo, porém se observou a necessidade de
ajustes no método de quantificacdo do acido oleico: o0 método de CLAE trouxe
dificuldades na obtencédo dos resultados, além de ndo ser possivel concluir o estudo
de liberacéo in vitro do &cido oleico através desse método.
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