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ESTRONGILOIDOSE
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Resumo

Infeccdes parasitarias como a estrongiloidose causada por parasitas intestinais traz
grande impacto para sociedade e faz-se necessario o estudo de novas alternativas
terapéuticas e efetivas. Nanoparticulas de Eudragit® contendo acido oleico foram
obtidas e caracterizadas. Apresentaram tamanho médio variando de 93,70 a 151,9
nm; o indice de polidispersdo menor que 0,3 e os resultados do potencial zeta
variaram de -29,9 a -36,8 mV, indicando uma boa estabilidade das particulas. As
nanoparticulas preparadas com menor quantidade de polimero apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacdo (80,77 %) sendo selecionada para o estudo de
dissolucéo do farmaco.

Introducéo

Os parasitas intestinais como o Strongyloides stercoralis, causador da
estrongiloidose, levam a quadros de diarreia crénica e desnutricdo, comprometendo
o desenvolvimento fisico e intelectual, particularmente das faixas etarias mais jovens
da populacéo (Ludwing et al., 2005; Olsen et al., 2009).

Estratégias tecnolégicas baseadas no desenvolvimento de  sistemas
nanoestruturados para liberacdo de farmacos, tém sido empregadas (Narvekar et al.,
2012, Tamjidi et al., 2013, Tran et al., 2011).

Eudragit® é um polimero entérico que impede a liberagcdo prematura de fArmacos no
estbmago, permitindo sua liberacdo na regido intestinal (Hao et al., 2013). Dessa
forma, o objetivo do projeto foi a caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas
preparadas com Eudragit® contendo &cido oleico e desenvolvimento de método de
guantificacdo do acido oleico nas nanoparticulas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para avaliacdo do perfil de dissolucdo in vitro do &acido oleico a
partir dessas nanoparticulas poliméricas, visando a liberacdo do farmaco
diretamente no habitat do parasita.

Materiais e Métodos

Obtencao das nanoparticulas

Foram obtidas atravées da técnica de nanoprecipitacdo, caracterizada pela
preparacdo de uma fase organica, gotejada lentamente sob uma fase aquosa sob
agitacdo magnética. A formulacéo esta listada na Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢ao das formulagfes desenvolvidas.
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Amostras Fase Organica Fase Aquosa
Eudragit® Acido Span Acetona Tween Agua
(9) Oleico 80® (mL) 80%®(g) Destilada
(9) (9) (mL)
NP_EUDO.05 0,05 0,1 0,077 27 0,077 53
NP_EUDO.05 0,05 - 0,077 27 0,077 53
NP_EUDO.1 0,1 0,1 0,077 27 0,077 53
NP _EUDO.1 0,1 - 0,077 27 0,077 53

Caracterizacao das nanoparticulas

Tamanho de particula e Potencial Zeta

As amostras foram diluidas na proporc¢ao 1:10 (v/v) em agua destilada, e analisadas
no equipamento de espectroscopia de correlacéo de fotons (Zetasizer Nano ZS90).

Microscopia eletronica de varredura por efeito de campo (MEV-FEG)

Observou-se a morfologia das nanoparticulas. As amostras diluidas em agua
destilada na proporcao 1:100, foram fixadas em suporte metélico e secas em estufa
a 37°C. Em seguida, metalizadas com ouro por um minuto e levadas ao microscopio
eletronico de varredura.

Desenvolvimento do método de quantificacdo do acido oleico por CLAE.

O equipamento utilizado foi um cromatégrafo HPLC (modelo Nexera, Shimadzu). A
fase estacionaria usada foi uma coluna de fase reversa C18 e a fase movel
constituida de acetonitrila, metanol e hexano (90:08:02) acidificada com 0,2 % de
acido acético glacial. O fluxo foi de 0,5 mL por minuto, volume de injecdo de 5 pL,
temperatura da coluna de 25 °C. O detector utilizado foi 0 espectro de ultravioleta
em 208 nm. Uma curva de calibracdo foi obtida na faixa de 0,125 a 4,0 mg/mL
(0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0) do &cido oleico em metanol em triplicata.

Estudo da eficiéncia de encapsulacéo do acido oleico nas nanoparticulas
As nanoparticulas foram submetidas a liofilizacdo. Amostras foram pesadas, em
triplicata e metanol foi adicionado para dissolver o farmaco presente no exterior das
nanoparticulas. A suspensao ficou sob agitacdo magnética por 24 h e em seguida
foram filtradas em membranas de 0,45 um, diluidas e injetadas no cromatégrafo. A
eficiéncia de encapsulacdo foi dada em % de farmaco encapsulado, conforme a
Equacéo 1.
EE(%) = %xloo Equacéo 1

t
Onde Qt é a quantidade total adicionada de acido oleico e Qq € a quantidade
guantificada.
Ensaio de dissolucéo in vitro do acido oleico a partir das nanoparticulas
Foi preparado tampéo fosfato pH 6,8 e adicionados os tensoativos Tween 80 e lauril
sulfato de sodio variando as propor¢cées em 0 a 2 %. Um estudo piloto foi realizado,
adicionando 20 mL da suspenséo de nanoparticulas no saco de dialise de celulose
(cut-off = 14.000) e mantidos sob agitacdo a 37 °C nos meios de dissolugao
estudados durante 4 horas.
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Resultados e Discusséo

As suspensdes de nanoparticulas foram levadas para rotaevaporacdo, com o
objetivo de eliminacdo do solvente organico, na temperatura de 40° C. Os volumes
obtidos variaram de 50 a 53 mL.

A espectroscopia de correlacdo de fétons é capaz de avaliar o tamanho de particula
através da determinacdo do raio hidrodindmico das particulas em suspensao, o
potencial zeta e a homogeneidade dos tamanhos das particulas. Os valores obtidos
pela espectroscopia de correlacdo de fétons das nanoparticulas estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos pela espectroscopia de correlagdo de fétons.

Amostras Acido Tamanho de indice de Potencial
Oleico Particula Polidispersdo Zeta (mV)
(@) (nm) (PDI)
NP_EUDO.05 0,1 139,0 0,230 -34,5
NP_EUDO.05 - 94,79 0,224 -29,9
NP_EUDO.1 0,1 151,9 0,256 -35,4
NP EUDO.1 - 93,70 0,227 -36,8

O tamanho das nanoparticulas variaram de 93,70 a 151,9. As menores particulas
foram as que ndo continham farmaco. Demonstrando assim, que as particulas tem
tamanhos adequados para utilizagdo como carreador de farmaco. O indice de
polidispersdao (PDI), que fornece informacdes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos, foi baixo (< 0,3) para todas as dispersdes obtidas,
indicando a formacdo de sistemas monodispersos e uniformes (Nemen, Lemos-
Senna; 2011).

As andlises do potencial zeta indicaram a obtencao de particulas de carga negativa,
de acordo com as caracteristicas do polimero utilizado (Eudragit®), e representa
também a carga de superficie da particula. Os resultados obtidos variaram de -29,9
a -36,8 mV, indicando uma boa estabilidade das particulas.

O MEV-FEG € um dos mais versateis instrumentos disponiveis para a observacao e
andlise de caracteristicas nanoestruturais de sélidos. As imagens obtidas estdo
representadas na Figura 1.

As caracteristicas morfologicas das nanoparticulas sdo condizentes.

A partir do método de quantificacdo do acido oleico desenvolvido foi obtida a curva
de calibracdo e a equacéo da reta: y = 3854161x — 142364, onde y é a absorbancia
e X a concentracdo do farmaco, com coeficiente de correlacéo r? = 0,9982.
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O estudo de eficiéncia de encapsulacédo indicou que as nanoparticulas preparadas
com 0,05 g de Eudragit® apresentaram melhor encapsulacdo do farmaco. Os
resultados obtidos foram de 66,12+1,94 % de acido oleico na amostra NP_EUDO.1 e
80,77+1,96 % na amostra NP_EUDO0.05. Dessa forma a amostra selecionada para
0s proximos estudos foi a nanoparticula codificada como NP_EUDO.05.

Conclusdes

As nanoparticulas constituidas de Eudragit contendo acido oleico apresentaram
tamanho adequado, homogéneas e estaveis. O método de quantificagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido e capaz de quantificar o
farmaco contido nas nanoparticulas. Com os resultados obtidos concluimos que a
amostra com menor quantidade de polimero é a mais adequada para os préximos
estudos, por apresentar a maior eficiéncia de encapsulacéo do acido oleico.
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