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RESUMO

O Benznidazol (BZN) é o unico farmaco atualmente disponivel para o tratamento de pacientes
com doenga de Chagas. Apesar de seu uso difundido, revela alta toxicidade, baixa eficécia,
dificuldade de atravessar as barreiras bioldgicas e baixa solubilidade em meio aquoso. O
objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas catidnicas, a base de Eudragit E PO,
funcionalizadas com &cido sialico e colesterol, potencialmente capazes de direcionar o farmaco
para células infectadas pelo parasita Trypanosoma cruzi. Uma otimizacdo sistematica foi
realizada usando 0 método de emulsificacdo com evaporacdo de solvente. O efeito das variaveis
ao produzir essas nanoparticulas foi avaliado pela medi¢do do tamanho médio de particula,
indice de polidispersidade, medicdes de potencial zeta, microscopia de forca atdmica (AFM),
infravermelho transformada de Fourier (FTIR)-ATR e eficiéncia de encapsulagcdo. Entre as
variaveis inclui a velocidade de agitacdo, concentracdo de polimero, agente tensioativo, tipo de
injecdo da amostra (seringa, bureta ou bomba peristaltica) e do tipo de solvente orgéanico
utilizado (DCM, DCM: EtOH, DCM: ACE) em diferentes propor¢des. As nanoparticulas
apresentaram forma esférica e valores de potencial zeta positivos por volta de +25mV. O DCM:
EtOH (50:50 v/v) foi estabelecido para produzir as particulas menores e com boa eficiéncia de
encapsulacao de farmaco, tanto para as nanoparticulas contendo apenas o BNZ, quanto para as
nanoparticulas com superficie modificada. Os resultados sugerem a utilizacdo de células de
Franz como um método eficiente para avaliar o potencial de liberacdo in vitro das
nanoparticulas. Todos 0s sistemas apresentaram vidveis nas menores concentracdes utilizadas
e apresentaram estabilidade durante seis semanas. As variaveis estudadas foram otimizadas com
sucesso para selecionar os parametros adequados para a formulacdo de nanoparticulas para a

incorporacgédo de BNZ.

Palavras-chave: Nanoparticulas Catiénicas. Benznidazol. Emulsificacdo-evaporacdo do

solvente. Células de difusdo Franz. Eficiéncia de encapsulacéo.



ABSTRACT

Benznidazole (BZN) is the only drug currently available for the treatment of patients with
Chagas' disease. Despite its widespread use, revealed a high toxicity, low efficiency, difficulty
in crossing biological barriers and low solubility in aqueous media. The purpose of this work
was to produce cationic nanoparticles functionalized with sialic acid and cholesterol potentially
able to target benznidazole (BNZ) to cells infected by Trypanosoma cruzi parasite. A systematic
optimization was performed using emulsification-solvent evaporation method. The effect of
variables when obtaining these nanoparticles were evaluated by measuring mean particle size,
zeta potential measurements, atomic force microscopy (AFM), Fourier transforms Infrared
(FTIR) —ATR and encapsulation efficiency. The variables included were the speed stirring,
concentrations of polymer, surfactant, type of sample injection (syringe, burette an peristaltic
pump) and type of used organic solvent (DCM, DCM: EtOH, DCM: ACE) for various ratios.
The nanoparticles exhibited spherical shape and positive zeta potential values ranging about
+25 mV. The dichloromethane/ethanol (50:50 v/v) was established to produce the smallest
particles and with drug loading efficiency, both nanoparticles containing only the drug, and to
the nanoparticles surface modified. The results suggest the use of Franz cells as an efficient
method for evaluating the potential of nanoparticles in vitro. All systems presented viable in
smaller concentrations used and stables for six weeks. The variables studied were successfully
optimized to select the appropriate parameters for the formulation of nanoparticles for the

incorporation of BNZ.

Keywords: Cationic nanoparticles. Benznidazole. Emulsification-solvent evaporation. Franz

diffusion cell. Encapsulation Efficiency.
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1 INTRODUCAO

Benznidazol (BNZ) é a Unico farmaco atualmente disponivel para o tratamento da
doenca de Chagas, prevalente e importante doenca parasitaria negligenciada no mundo,
transmitida pelo parasita Trypanosoma cruzi. No entanto, esta farmaco tem baixa solubilidade
em meio aquoso, elevada toxicidade, além de ndo ser totalmente eficaz na fase crénica, em que
0 parasita encontra-se na fase intracelular, principalmente devido a dificuldade de superar as
membranas bioldgicas. (ROMERO; MORILLA, 2010; SOARES SOBRINHO et al., 2011).

Vaérios sistemas de liberacdo tém sido utilizados como estratégia para aumentar a
eficiéncia de farmacos, o que permite uma melhor utilizacdo de moléculas com propriedades
indesejaveis. Entre as estratégias inclui a utilizacdo de sistemas coloidais, tais como emulsfes
inversas e maltiplas, micro e nanogéis, lipossomas, nanoparticulas (PALMEIRO-ROLDAN et
al., 2014). Estas tém propriedades interessantes, tais como o tamanho na escala hanométrica,
que permite a modificacdo de qualquer propriedade do material, tais como a capacidade de
atravessar as barreiras bioldgicas, o direcionamento para determinados tipos de células
particulares ou para locais intracelulares, permitindo uma liberacdo prolongada quando
administrada em determinados tecidos.

A producdo de nanoparticulas pode ser realizada pelo método de emulsificacdo com
evaporacdo do solvente, nanoprecipitacdo, salting out, emulsificagdo com difusdo solvente.
Entre estes, a emulsificacdo com evaporacdo do solvente permite a encapsulacdo de farmacos
ndo-polares como prazinquantel, piroxicam, carbamazepina. Assim, 0s parametros importantes
especificos devem ser otimizados a fim de obter nanoparticulas com estreita distribuicdo de
tamanho e alta carga de farmaco, especialmente quando essas formulagdes sdo planejadas para
administracdo parenteral, em que a manutencdo do tamanho médio de particula € um fator
critico, especialmente quando se visa atingir algum 6rgdo-alvo (SCHAFFAZICK et al., 2003;
VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010). Entre os parametros tém-se a razéo de polimero /
tensioativo / farmaco, tipo de injecdo da amostra e tipo de solvente organico.

As caracteristicas de superficie sdo certamente o principal parametro envolvido com o
direcionamento da farmaco e captagéo celular (FECZKO et al., 2011). Assim, a capacidade de
nanoparticulas catiénicas biodegradaveis atravessarem barreiras biologicas € uma opc¢éo para
gue o medicamento alcance com éxito os locais da doenca. Entre os materiais usados para este
propdsito, um copolimero catidnico, Eudragit E PO, com base em metacrilato, tem propriedades
interessantes, tais como biocompatibilidade, baixa toxicidade, bem como a sua capacidade de
adsorcdo eficiente (GUZMAN; MANZO; OLIVERA, 2012; MOUSTAFINE; ZAHAROV;



17

KEMENOVA, 2006a). Devido a presenca de grupos amino protonados, a classe desses
copolimeros pode ser usada para produzir nanoparticulas catidnicas capazes de se evadir dos
macrofagos e facilitar a interacdo com membranas biologicas do fosfolipido de membrana
(MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; SOPPIMATH et al., 2001a; WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011). Para alguns sistemas, embora se utilize polimeros catiénicos, é
necessario modificar algumas caracteristicas das particulas para aumentar o direcionamento,
modificando a superficie das particulas com substancias fundamentais, como acido félico, acido
sialico, colesterol ou triglicerideos que sdo utilizadas na sintese de DNA, e lipoproteinas sendo
captadas mais rapidamente por células com alto anabolismo como o caso de células
cancerigenas ou infectadas (SHIOKAWA et al., 2005).

Para prever o comportamento desses sistemas nanoparticulados in vivo e também para
se ter conhecimento da sua estabilidade, algumas caracterizacdes sao feitas, como analises de
tamanho de particula, potencial zeta, anélise de infravermelho, microscopia de forga atémica,
cinética de liberacdo in vitro, testes de toxicidade.

Foi feita uma busca em todas as bases de dados cientificas e constatou-se que até o més
de maio de 2015 haviam sido publicados 908 artigos contendo o BNZ, entre estes apenas 6
abordaram sobre nanoparticulas e, entre estes, nenhum possuia uma abordagem experimental
semelhante, utilizando nanoparticulas catiénicas para liberagdo modificada BNZ.

Portanto, este estudo centrou-se no desenvolvimento, otimizagédo e caracterizacdo de
nanoparticulas catidnicas, funcionalizadas com acido sialico e colesterol, para liberacdo
modificada do benznidazol, obtidas pelo método de emulsificacdo com evaporacao de solvente
como novo potencial para o tratamento da doenca de Chagas, pois além garantir uma nova
forma de administracdo do farmaco, conduz essencialmente a obtengdo de um insumo inovador

com potencial para dep6sito de patente e consequente producdo cientifica de alto impacto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é uma doenca causada
principalmente pelo protozoario flagelado, Trypanosoma cruzi (T. cruzi), encontrada
principalmente em &reas endémicas de 21 paises latino-americanos, incluindo o Brasil, onde é
principalmente transmitida aos seres humanos por contato com fezes de triatomineos,
conhecidos como "barbeiros”(PELIZZARO-ROCHA et al., 2010; RASSI JR; RASSI; MARIN-
NETO, 2010). Descoberta em 1909 em Minas Gerais, por Carlos Chagas, médico e pesquisador
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC), a doenca tornou-se objeto de uma larga tradicdo de pesquisa
no Brasil e no exterior (KROPF, 2005; PARKER; SETHI, 2011). Segundo a World Health
Organization (WHO) (2015), mais de 11 milhdes de pessoas foram infectadas pelo protozoario,
principalmente na América Latina; mais de 25 milhGes de pessoas correram risco de infecgéo;
e em 2008 mais de 10 mil pessoas morreram em consequéncia desta doenca. Na América Latina,
0s anos de vida perdidos, ajustados por incapacidade/deficiéncia, apresentaram-se em maior
escala devido a doenca de Chagas do que a meningite, a doengas sexualmente transmissiveis
(DST), a hepatites B e C, e a malaria (ROMERO; MORILLA, 2010).

A doenca de Chagas foi classificada pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como
uma doenca negligenciada, por ser mais prevalente em paises em desenvolvimento e apresentar
poucas alternativas de tratamento. No Brasil os principais focos do vetor transmissor desta
infeccdo, o Triatoma infestans, encontram-se em parte de Goias, sul de Tocantins, na regido do
Além Séo Francisco, na Bahia, no norte do Rio Grande do Sul e no sudeste do Piaui (VINHAES;
DIAS, 2000). Os movimentos de populacdo em grande escala tém expandido as areas onde
casos da doenca sdo encontrados e estes passaram a incluir muitos paises da Europa e os Estados
Unidos.

Acredita-se que a doenca de Chagas tenha se iniciado hd milhdes de anos como uma
enzootia de animais silvestres, transmitida entre os animais por vetores da ordem Hemiptera,
familia Reduvidae, subfamilia Triatominae (HOARE, 1972). Estes animais (tatus, gambas,
roedores) conviviam com triatomineos silvestres (vetores), e através de um mecanismo
biolégico entre eles circulava o T. cruzi. Com a chegada do homem e dos processos de
colonizacdo, em muitos lugares aconteceram desequilibrios ecologicos (desmatamentos,
gueimadas) e os barbeiros foram desalojados, invadindo as habita¢des rasticas e pobres dos

lavradores e colonos. A doenca chegou ao homem e aos mamiferos domésticos através dos
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chamados barbeiros domésticos e peridomésticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005, 2012;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 2011).

Mais de 130 espécies de triatomineos, potenciais vetores do T. cruzi, sdo conhecidos. A
grande maioria vive em associagdo com aves e mamiferos silvestres. Destacam-se como de
importancia em sadde publica pela sua capacidade de domiciliacdo e antropofilica as seguintes
espécies: T. infestans, R. prolixus, T. dimidiata, P. megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata,
T. sordida, T. maculata, T. phylosoma e R. palescens (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).

O mecanismo principal de transmisséo da doenca de Chagas € através do vetor, onde a
infeccdo ocorre pela penetragdo do T. cruzi na forma de tripomastigotas metaciclicos
(eliminados nas fezes ou urina de triatomineos, durante o hematofagismo), em solucdo de
continuidade da pele ou mucosa integra. Além deste mecanismo, a transfusdo sanguinea,
transmissdo congénita, acidentes de laboratdrio, transmissdo oral, coito e os transplantes,
também podem ser citados como formas de transmissdo desta endemia (RASSI;
MARCONDES DE REZENDE, 2012).

Os sinais da infeccao aparecem no préprio lugar onde se deu a contaminacao pelas fezes
do inseto. Estes sinais surgem mais ou menos de 4 a 6 dias ap6s o contato do barbeiro com a
sua vitima. Os tripanossomas, eliminados pelo barbeiro e introduzidos nos tecidos da regido,
determinam uma inflamag&o que marca a "porta de entrada” da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005). Portanto, a fase aguda da doenca inicia-se através das manifestacdes locais na
pele (chagoma de inoculacdo) ou na conjuntiva (sinal de Romafia) (RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010) persistindo durante cerca de dois
meses, com uma mortalidade global de 2 a 8%, principalmente entre as criancas. Na fase
cronica, a maioria dos pacientes permanece assintomatica (dura de 10 a 30 anos), com cerca de
20% dos casos desenvolvendo doenca digestiva, perturbacGes neuroldgicas, miocardite,
alteracdes eletrocardiograficas, linfadenopatia e hepato-esplenomegalia. No entanto, autdpsias
revelam que 0s pacientes chagésicos apresentam vasos sanguineos em invejavel estado, sem
resquicios de placas de colesterol, o que gera curiosidade em alguns pesquisadores (SOARES
SOBRINHO et al., 2011).

O diagnostico da doenca para a fase aguda é feito através de microscopia com
identificacdo da forma tripomastigota em esfregaco de sangue periférico. No entanto, na fase
crbnica, devido ao declinio da parasitemia sanguinea, o diagnéstico é realizado com a

confirmacdo da presenca de anticorpos IgG anti-T. cruzi, atraves de dois testes sorologicos
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diferentes, como por exemplo ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e
imunofluorescéncia indireta (PARKER; SETHI, 2011).

O Atoxyl (arsénico), a tintura de fucsina, o tartaro emético e o cloreto de mercurio foram
0s primeiros compostos desenvolvidos experimentalmente para o tratamento especifico da
doenca de Chagas, porém todos estes compostos se mostraram ineficazes no tratamento
proposto (COURA; DE CASTRO, 2002).Por volta do inicio da década de 70, surgiram dois
compostos com novas perspectivas, tanto pela eficacia na fase aguda quanto pela tolerancia: o
nifurtimox da Bayer (Lampit®) e o benznidazol da Roche (Rochagan®) (DIAS et al., 2009). No
entanto, na década de 1980, o nifurtimox teve seu uso interrompido no Brasil seguido de outros
paises da America do Sul, por apresentar muitos efeitos adversos secundarios e pelo
desenvolvimento de cepas resistentes. O desinteresse do laboratério farmacéutico em continuar
a producdo de um medicamento nao lucrativo também foi um fator de grande relevancia para o
fim da comercializacdo deste composto (MEZENCEV et al., 2009; SOARES SOBRINHO et
al., 2007).

2.2 Benznidazol

A molécula de Benznidazol (N-benzyl-2-nitroimidazol acetamida) apresenta carater
limitante devido a sua baixa solubilidade e alta toxicidade. Entretanto € o Unico farmaco
atualmente disponivel para o tratamento da doenca de Chagas no Brasil (SOARES SOBRINHO
et al., 2011). Sua molécula é formada por um grupo imidazol, um grupo benzeno e um grupo
central acetamida (Figura 1). Em abril de 2003, os direitos e a tecnologia de fabricacdo do
benznidazol (BNZ) foram cedidos, pela Roche, ao Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) (SCHOFIELD; JANNIN; SALVATELLA, 2006).

NO,

=

Figura 1-Estrutura quimica do benznidazol.
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Alguns estudos indicam que o BNZ atua através da formacdo de radicais livres e/ou
metabdlitos eletrofilicos (URBINA, 2010). O grupo nitro (NO2) presente nesta molécula é
reduzido ao grupo amino (NH2) pela acdo de enzimas do tipo nitroredutases, que atuam
especificamente em sistemas moleculares do tipo R-NO, levando a formacdo de um
intermediério nitro radicalar (R-NO2-), com subsequente formacdo de hidroxilamina (R-
NHOH). O radical nitro formado estaria envolvido com o efeito tripanocida do BNZ, através
da formacéo de ligagcdes covalentes com macromoléculas do T. cruzi (DNA e citocromo P450).
Foi verificado também que o BNZ aumenta a fagocitose e lise celular do T. cruzi atraves de um
mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-y), e inibe o crescimento do T. cruzi através
da enzima NADH-fumaratoredutase (DIAS et al., 2009).

No mercado, o0 BNZ estd disponivel na forma de comprimidos de 100 mg, sendo
usualmente recomendada a dose de 5-7 mg/kg/dia durante um periodo de tratamento entre 30 e
60 dias (SALOMON, 2012). E absorvido por via oral e sua concentracio méaxima sanguinea é
atingida de 2 a 4 horas, com meia vida de 12 horas, sendo seus metabdlitos eliminados pela
urina e fezes. No entanto, este fArmaco apresenta algumas restri¢cbes, como a baixa eficacia na
fase cronica da doenca, significativas variacdes regionais na eficacia, devido ao surgimento de
resisténcia ao T. cruzi, alta taxa de abandono do tratamento, devido aos efeitos colaterais
causados, longo periodo de tratamento (30 a 60 dias) e a inexisténcia de formula¢do de uso
pediatrico (MEZENCEV et al., 2009).

O BNZ possui baixa solubilidade, sendo, portanto, fracamente solivel em agua e nos
fluidos aquosos. Sua toxicidade pode ter como causa principal a interacdo de seus metabolitos
com componentes celulares. Também possui baixa biodisponibilidade, principalmente diante a
dificuldade de ultrapassar barreiras bioldgicas. Com o desenvolvimento de sistemas de
liberacdo modificada para melhorar o direcionamento, este farmaco tem sido o alvo de alguns
pesquisadores na area de tecnologia farmacéutica (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010;
SALOMON, 2012).

2.3 Nanoparticulas

O uso de sistemas de liberacdo de farmacos permite um aumento da eficiéncia de
farmacos, permitindo o melhor aproveitamento de moléculas com propriedades indesejaveis
como baixas solubilidades, toxicidade e agdo inespecifica (PEZZINI; SILVA; FERRAZ, 2007).

O uso de sistemas nanocarreadores envolve uma ampla area de estudo e tem reunido muitos
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esforgos, 0s quais estdo representados pelas novas estratégias para a veiculacdo de farmacos
Entre as estratégias inclui o uso de sistemas coloidais como as emulses mdltiplas e inversas,
micro e nanogéis, lipossomas e as nanoparticulas (PALMEIRO-ROLDAN et al., 2014).

Dentre estes sistemas de liberacdo de farmacos, destacam-se 0s sistemas matriciais
poliméricos amplamente aplicados na forma de nanoparticulas, que apresentam propriedades
interessantes como o tamanho em escala nanométrica (geralmente desejavel em abaixo de 200
nm), permitindo a modificacdo de propriedade dos materiais, como a capacidade de atravessar
barreiras bioldgicas, o direcionamento para certos tipos de células ou para determinados locais
intracelulares, além de permitir uma liberagdo prolongada quando administradas em
determinados tecidos.

Estruturalmente, as nanoparticulas podem ser classificadas como nanocépsulas ou
nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a composi¢éo e organizacdo estrutural e podem
ser obtidas de acordo com o0 método de preparo (NG et al., 2010; SCHAFFAZICK et al., 2003)

As nanocéapsulas constituem os chamados sistemas do tipo reservatorios, nas quais é
possivel se identificar um ndcleo diferenciado, que pode ser soélido ou liquido envolto por um
involucro polimérico, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o
farmaco pode ficar disperso ou solubilizado no seu interior (PALMEIRO-ROLDAN et al.,
2014)

Desta forma obtém-se um sistema monolitico, onde ndo é possivel identificar um nucleo
diferenciado. Ambas apresentam propriedades bastante interessantes, tais como: o tamanho
nanométrico, que possibilita atravessar a membrana e acumular no interior das células; a
possibilidade de alterar a carga e a constituicdo de sua superficie, 0 que estad diretamente
relacionado com a especificidade de sua interagdo com a membrana celular (DAVIS; CHEN;
SHIN, 2008; NG et al., 2010).

As nanoparticulas preparadas a partir de polimeros biodegradaveis ocupam posicao de
destaque, as quais apresentam a vantagem de manipular suas propriedades fisico-quimicas de
acordo com a composi¢do dos mondmeros constituintes e assim interagir com farmacos
hidrofilicos ou lipofilicos, neutros ou com carga. Isto permite uma diversidade de aplicagdes
como o tratamento de tumores, cancer, AIDS, diabetes, malaria e tuberculose (DAVIS; CHEN;
SHIN, 2008). As caracteristicas destes materiais permitem sua aplicagdo em formulacbes de

uso oral, oftalmico, sistemas bioadesivos e principalmente parenteral (HASMAM et al., 2009).
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As vantagens da utilizacdo de nanoparticulas incluem a liberagdo controlada e/ou
prolongada da substancia nelas incorporadas, a reducdo de efeitos adversos associados a
substancia, a protecdo de compostos da inativacdo antes de atingirem o local de acédo, 0 aumento

da penetracdo intracelular e 0 aumento da atividade farmacoldgica.

2.4 Polimero

Derivados de acido acrilico, tais como poli (alquilcianoacrilatos) e poli
(metilmetacrilatos) sdo os polimeros mais comumente empregado em preparacdo de
nanoparticulas (HOFFMANN et al.,, 1997; LANGER et al, 1997) Devido a sua
hidrofobicidade, as nanoparticulas contendo esse polimero mostraram apenas baixa adsorcao
para farmacos idnicos hidrofilicos. Este problema foi superado pelo emprego de diferentes
derivados do copolimeros de &cido acrilico (LANGER et al., 1997). Um dos derivados foi 0
Polimetilmetacrilato (PMMA), que possuem propriedades interessantes, tais como
biocompatibilidade, baixa toxicidade, bem como a sua capacidade de adsorcdo eficiente
(GUZMAN; MANZO; OLIVERA, 2012; MOUSTAFINE; ZAHAROV; KEMENOVA,
2006b).

O Eudragit E PO (EUD) (figura 2) é um polimero da classe metacrilado, como o PMMA
com base em metacrilato dimetilaminoetilo, metacrilato de butilo, metacrilato de metilo que
merece destaque diante suas vantagens em sistemas de liberacdo modificada. A presenca de
grupos amino protonados, nessa classe de copolimero pode ser usado como estratégia na
producdo de nanoparticulas catibnicas, pois aumenta a solvatacdo e diminui a opsonizacéo das
particulas no organismo através da capacidade de evadir-se dos macréfagos, facilitando a
interacdo com os fosfolipido de membrana (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
SOPPIMATH et al., 2001b; WU; ZHANG; WATANABE, 2011).

Esses sistemas poliméricos possuem grande potencial no fornecimento de novas vias de
administracdo, tais como formas de dosagem oral, direcionamento para 6rgaos e tecidos e de
longa acdo na forma parenteral (LIN; NG; WANG, 2005).
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Figura 2-Estrutura quimica do Eudragit® E PO

Cabe ressaltar que, quando estas formulagdes sdo planejadas para a administragdo
parenteral, a manuten¢do do tamanho médio das particulas € um fator critico, principalmente
guando o direcionamento do farmaco para algum tecido é desejavel (SCHAFFAZICK et al.,
2003; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

2.5 Funcionalizacdo da superficie da particula

Para determinados tecidos o direcionamento do fa&rmaco pode ocorrer de forma passiva
e/ou ativa. O direcionamento passivo ou natural pode ocorrer quando o sistema é reconhecido
como um Xxenobidtico e assim é captado por tipos celulares especificos, permitindo o
direcionamento ao sistema fagocitico mononuclear. Outro exemplo é o fato de alguns tecidos
possuirem capilares fenestrados, com espacos intercelulares epiteliais maiores que capilares
normais, 0s quais permitem a passagem e o acumulo destes sistemas quando injetados na
corrente circulatoria em determinados tecidos, como no caso de alguns tumores (DAVIS;
CHEN; SHIN, 2008).

O direcionamento ativo geralmente envolve a funcionalizagédo dos sistemas, a qual pode
ocorrer pela inclusdo de determinados ligantes a superficie das particulas e assim pode alterar
o perfil de distribuicdo devido ao reconhecimento por receptores das células alvo (BRUXEL et
al., 2012). Outra estratégia de direcionamento ativo inclui o chamado “cavalo de trdia”, na qual
as particulas com farmaco séo carregadas com substancias fundamentais para a estruturacédo de
novas células em desenvolvimento como por exemplo acido félico, colesterol ou triglicerideos

que sdo utilizadas na sintese de DNA, e lipoproteinas sendo captadas mais rapidamente por
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células com alto anabolismo como o caso de células cancerigenas ou infectadas (SHIOKAWA
et al., 2005).

Na doenca de Chagas, substancias promissoras para a funcionalizacdo sdo o &cido
sidlico e o colesterol. O mais comum dos &cidos sialicos ¢ o &cido N-acetil-neuraminico
(Neu5Ac), considerado o precursor dos outros membros da familia como, por exemplo, do
acido N-glicolilneuraminico (Neu5Gc) e do acido 2-deoxi-2,3-didehidro-N-acetilneuraminico
(Neu5Ac2en) (BLUME et al., 2007; SCHAUER, 2004).

Em T. cruzi o &cido sialico foi primeiramente descrito na superficie de formas
epimastigotas através do uso de lectinas e méetodos colorimétricos. A presenca de cido siélico
em formas epimastigotas foi comprovada por cromatografias em camada delgada e gas-liquida
e espectrometria de massas. Ha duas décadas, Pereira et al (1983) observaram a capacidade de
tripomastigotas liberarem Neu5Ac de eritrdcitos humanos e de glicoproteinas plasmaticas,
descrevendo uma atividade, estagio especifica, neuraminidasica (COURA; BORGES-
PEREIRA, 2010).

Em 1985, Previato et al caracterizaram, pela primeira vez, a capacidade de formas
epimastigotas de incorporarem acido sialico em moléculas de superficie do parasito, utilizando
como substrato doador sialoglico conjugados exdgenos e sugeriram que a incorporagdo do acido
sidlico as glicoproteinas da superficie do T. cruzi ndo se processava pela via convencional, onde
0 CMP-Neu5Ac € o substrato doador de &cido sialico. Esses resultados sugeriram, fortemente,
que, em T. cruzi, a sialilacdo de glicoproteinas ocorria por uma nova rota metabdlica,
envolvendo reacdes de trans-glicosilacdo para acido sidlico. A capacidade de incorporacao de
acido sialico em tripomastigotas foi demonstrada in vitro e in vivo. Nos estudos in vivo foi
demonstrada a incorporacdo de Neu5Gc a superficie de formas tripomastigotas obtidas de
camundongos infectados. Finalmente, a atividade trans-glicosilase para &acido sialico foi
caracterizada como a enzima trans-sialidase (TS) responsavel pela transferéncia de acido sialico
de substratos exdgenos para glicoproteinas presentes na superficie do T. cruzi formando o
epitopo Ssp-3 (AGUSTI; GIORGI; DE LEDERKREMER, 2007; CAMPO et al., 2012).

Na doenga de Chagas, 0 parasita utiliza a TS para captar acido sialico da membrana das
células humanas, ja que o parasita necessita da substancia para viver, mas ndo € capaz de
produzir em seu metabolismo. No entanto, o &cido sialico da membrana das células humanas
também costuma servir como um gancho molecular que bactérias utilizam para se prender a
parede interna dos vasos, fato que pode estar associado a piora das condi¢fes nos pacientes com

colesterol alto (DIAS et al., 2009). Segundo pesquisadores tratamento com a trans-sialidase em
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coelhos que ingeriram uma dieta rica em colesterol preservou os animais de problemas
vasculares e fez os danos as artérias regredirem. Acredita-se que a trans-sialidase serviu para
desprender as bactérias associadas a formacdo das placas, pois além de “quebrar” o acido
sialico, conseguiu exibir a mesma acao sobre o colesterol.

Com a identificacdo dos genes que codificam a TS em T. cruzi ficou claro que as duas
atividades enzimaticas eram encontradas na mesma proteina. Esses estudos demonstraram que
0 sitio catalitico estava localizado no dominio N-terminal de um antigeno denominado SAPA
(Shed Acute Phase Antigen) presente no soro de pacientes infectados com T. cruzi e que, 0
dominio C-terminal do antigeno SAPA continha unidades repetitivas de amino acidos que
geravam forte resposta imune durante a fase aguda da doenca de Chagas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005)

As sialidases ou neuraminidases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de acido sialico.
Em mamiferos as sialidases modulam a distribuicdo de &cido sidlico na superficie celular com
efeitos no sistema imune; na meia vida de células circulantes e apoptose. S&o encontradas em
muitos microrganismos patogénicos e muitas vezes estdo associadas a viruléncia desses
patogenos (DIAS et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2005)

Diversos trabalhos sugerem que a adeséo e a penetracdo do T. cruzi na célula hospedeira
sdo moduladas pela atividade sialidase/trans-sialidase. Contudo, a auséncia de &cido sialico na
superficie do parasito, aumentando a invasao das células hospedeiras por tripomastigotas foi
verificada por varios autores. De acordo com esses resultados, Yoshida et al (2009)
demonstraram que a remocdo do &cido sialico da superficie de tripomastigotas metaciclicos
aumentou a interacdo do parasito com células HelLa.

Analisando os resultados de alguns autores, uma estratégia que pode ser utilizada para
o0 tratamento da fase cronica da doenca de Chagas é desenvolver sistemas nanocarreadores
funcionalizados com &cido sialico e colesterol para um melhor direcionamento ao 6rgao-alvo e

servir como uma forma de atrair o parasita até o farmaco.

2.6 Emulsificacéo por Evaporacéao do Solvente

Dentre uma diversidade de métodos empregados para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, a emulsificagdo com evaporagdo de solvente é certamente a mais consolidada,

permitindo usar a quase emulsificacdo, emulsificacdo simples ou dupla de acordo com a
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solubilidade do principio ativo e do polimero, assim como a raz&o farmaco/polimero e via de
administracdo (HASMAM et al., 2009).

Esta técnica geralmente inclui o uso de uma fase orgéanica contendo um solvente apolar
em que o polimero é dissolvido, a qual é emulsificada no interior de uma fase aquosa contendo
um agente tensoativo, seguida da evaporagdo com a co-preciptacao das particulas e eliminacao
dos residuos de solvente ou tensoativos. Os farmacos ndo polares sdo adicionados na fase
organica, enquanto os farmacos hidrofilicos, peptideos ou proteinas podem ser adicionados em
uma primeira emulsdo agua em 6leo (dupla emulséo) ou adsorvidos na superficie das particulas
formadas. Por esta técnica é possivel apenas a formacdo de nanoesferas, pois o fa&rmaco fica
disperso na matriz polimérica (NG et al., 2010; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

Desta forma algumas variaveis importantes devem ser padronizadas na obtencao de
nanoparticulas por emulsificacdo com evaporacdo de solvente como o tipo de polimero, tipo de
solvente, razdo farmaco/polimero, razdo fase interna/ fase externa e o tipo de tensoativo e
concentracdo utilizada. Dentre alguns agentes tensoativos estdo o alcool polivinilico (PVA), os
poloxamers ou ainda polissorbatos, monoesteres do sorbitano e os fosfolipideos (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012). O PVA, os polaxamers e os fosfolipideos possuem a
vantagem de uso parenteral devido a menor toxicidade (NG et al., 2010).

Para solubilizar os polimeros por essa técnica, geralmente sdo utilizados solventes
clorados, como o cloreto de metileno (diclorometano), cloroférmio ou mistura destes solventes
com outros menos apolares devido a capacidade de solubilizacdo, apolaridade e ao seu baixo
ponto de ebulicdo. A maior desvantagem destes solventes organicos reside na sua toxicidade,

0s quais devem ser removidos totalmente do sistema (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.7 Métodos utilizados para a caracterizacao das nanoparticulas

A caracterizacdo das nanoparticulas € muito importante para prever o comportamento
das particulas in vivo e também para se ter conhecimento da sua estabilidade. Diversos fatores
podem interferir no modo de liberagcdo da substancia ativa, tais como o didametro da particula,
0 modo de associacao do ativo com a matriz polimérica, valor do potencial zeta, tipo tensoativos
utilizados. Algumas caracterizagbes de nanoparticulas realizadas sdo de espectroscopia de
absorcdo UV-VIS; tamanho de particula, indice de polidispersidade e potencial zeta, por meio
de Dynamic Ligth Scaterring (DLS); técnicas de microscopia como forga atdbmica (AFM) que

fornece informagdes da estrutura tridimensional e imagens topograficas em escala nanomeétrica.
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Para caracterizagdo das nanoparticulas sélidas utiliza-se, na maioria das vezes, técnicas
de Difracdo de Raios-X (DRX) para avaliar a cristalinidade do sistema; Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para avaliar se ha interacdo entre os
componentes dos sistemas. Além destas técnicas classicas, recentemente outras técnicas, como
espectroscopia de Raman, eletroforese capilar, potenciometria, calorimetria de titulacdo

isotérmica, dicroismo circular, entre outras, também vem sendo utilizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter nanoparticulas catdnicas a base de Eudragit E PO, contendo benznidazol,

funcionalizadas com o &cido sialico e colesterol, pela técnica de emulsificacdo com evaporagéo

de solvente para possibilitar um potencial direcionamento do farmaco para as células infectadas.

3.2 Objetivos Especificos

» Estudar o efeito das variaveis na obtencdo de nanoparticulas pela técnica de

emulsificacdo com evaporacdo de solvente:

v

N NN R

Efeito do tipo de polimeo;

Efeito da razdo farmaco/polimero;

Efeito da raz&o de fase interna/fase externa;

Efeito do tipo e concentracdo de agente tensoativo (PVA);

Efeito do tipo de solvente organico;

Efeito das substancias de funcionalizacdo (acido sialico e colesterol);

Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica utilizada para
determinacdo analitica do benznidazol.

= Caracterizar os sistemas obtidos incluindo:

v

AN N N RN

Determinacdo da distribuicdo e do tamanho de particulas utilizando a técnica de
espalhamento dinamico de luz “Dynamic Light Scattering”;

Determinagéo do potencial zeta;

Analise quantitativa de farmaco;

Microscopia de Forca Atdmica (AFM);

Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)-ATR;

Estudo de liberagéo in vitro;

Estudo de Viabilidade celular.
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4 JUSTIFICATIVA

Devido a importancia da doenca de Chagas para o sistema de satde do Brasil e de paises
em desenvolvimento, a pesquisa aplicada para as doencas negligenciadas vem sendo estimulada
pelo Ministério de Saude do Brasil e pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia em editais
sucessivos abertos anualmente, como o Edital MCT/CNPq/CT-Saude/MS/ SCTIE/DECIT N°
034/2008. Estes recursos estdo sendo aplicados na pesquisa basica para o melhor entendimento
e, principalmente, no desenvolvimento de vacinas e novas formas de tratamento mais eficazes.
A aplicacdo da Nanotecnologia Farmacéutica para o aumento da eficacia do tratamento desta
doenca é muito relevante no ambito farmacéutico e da salde, pois além de possibilitar a
obtencédo de novos produtos permite o treinamento e formacao de recursos humanos nessa area
de pesquisa.

Assim, a obtencdo de nanoparticulas catinicas para liberacdo modificada de BNZ,
funcionalizadas com acido sialico e colesterol, constitui uma alternativa interessante para o
aumento da eficiéncia terapéutica deste farmaco, pois além garantir uma nova forma de
administracdo do farmaco conduz essencialmente a obtencdo de um insumo potencialmente

inovador gque possibilite futuramente a obtencdo de uma formulagdo de uso parenteral.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Reagentes, materiais e equipamentos

5.1.1 Reagentes e materiais

Agua purificada (< 1,0 uS cm™ a 25 °C) obtida em equipamento de osmose reversa
(modelo OS50 LX, Gehaka, Sao Paulo, SP, Brasil);

Eudragit® E PO (EUD, R6hm Pharma Polymers, Rohm GmbH & Co. KG, Darmstadt,
Alemanha) com uma massa molar de 0,47 x 10° g mol, segundo o fabricante;

Alcool polivinilico (PVA, Figura X.a, Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) apresentando
um grau de hidrélise entre 86,5% e 89,5%, segundo o fabricante. Sua massa molar
viscométrica media (2,00 x 10° g mol™?) foi determinada pelo método de viscometria,
utilizando a equacdo de Mark-Houwink-Sakurada;

Benznidazol (BNZ, 99,33%, LAFEPE, Recife, PE, Brasil);

Acido acético glacial (P.A., Labsynth®, Diadema, SP, Brasil);

Acetona (ACE, P.A., Labsynth®, Diadema, SP, Brasil);

Etanol (EtOH, 96 %, Labsynth®, Diadema, SP, Brasil);

Diclorometano (DCM, P.A., Labsynth®, Diadema, SP, Brasil);

Dihidrogenofosfato de potéassio (KH2PO4, > 99%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA);

Hidrogenofosfato de potéssio (KoHPOs, >98%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA);

Hidroxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);

Acido Siélico (N-acetil-neuraminico, NeuSAc, Figura X.b, > 98%, CarboSynth,
Compton, Berkshire, Inglaterra);

Colesterol (Figura X.c, > 92,5 %, Vetec®, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA);
Membranas filtrantes de acetato de celulose com didmetro de poros de 0,45 pm
(Sartorius, Gottingen, Niedersachsen, Alemanha).

5.1.2 Equipamentos

Balanca Gehaka, AG-200
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= Centrifuga 5418R - Eppendorf®

= Células do tipo Franz Crown Scientific - Sommerville

= Concentrador a vacuo CentriVap Cold Trap -Labconco

= Espectrofotdometro UV visivel Thermo Fisher Scientific, Evolution 60S;

= Infravermelho Transformado de Fourier (FTIR — ATR) -SHIMADZU IR Prestige 21
= Leitor de ELISA Epoch - BioTek

= Microscopio de Forca Atdmica (AFM), SPM — 9700 - Shimadzu

= pHmetro Gehaka, PG 1800

= Ultrassom Unique, Ultra Cleaner 1400

= Ultra-turrax T 18 - Ika

= Vidrarias analiticas

5.2 Métodos

5.2.1 Validacdo do método espectrofotométrico UV-Vis para o doseamento do BNZ

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, foi realizada a validacdo do
método espectrofotométrico na regido do ultravioleta-visivel para a quantificacdo do BNZ na
presenca do solvente e matérias-primas utilizados no estudo em questdo. A metodologia foi
validada de acordo com os parametros preconizados pela Resolugdo-RE n° 899 de 29 de maio
de 2003 (BRASIL, 2003) e pelo Guia do International Conference on Harmonization (ICH)
(Ich 2005).

5.2.1.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade do método foram avaliadas através da comparacgéo dos
espectros de absorcdo obtidos na regido de ultravioleta-visivel apresentando uma faixa de
comprimento de onda entre 200 a 400 nm da solucéo padrdo de BNZ 500 pg mL-%, adicionando
a ela solugdes contendo os diferentes excipientes utilizados durante o estudo de solubilidade:
1) solucédo de EUD e PVA (componentes da matriz); 2) solucdo de BNZ; (3) acido acético a
0,1N. Todas a s solugdes foram preparadas com &cido acético a 0,1N que foi a concentracdo

passivel a dissolver todos 0s componentes da matriz e o farmaco.
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5.2.1.2 Curva Analitica

No preparo da solucdo estoque de BNZ pesou-se 25 mg do farmaco e foi acrescentado
30 mL de &cido acético. A solucgdo foi homogeneizada com bastdo de vidro até total dissolugéo
do farmaco. Em seguida, a solucéo foi transferida para um baldo de 50 mL e o volume foi
completado com &cido acético, o que resultou em uma concentracdo de 500 pg/mL. Aliquotas
de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 e 0,8 mL da solucdo preparada foram adicionadas a
baldes volumétricos de 10 mL, as quais corresponderam, respectivamente, as seguintes
concentragdes: 2,5; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 35 e 40 pg de farmaco por mL da solugédo (n=3).
Posteriormente o volume foi completado até a marca do baldo com &gua destilada. A varredura
do comprimento de onda foi realizada no espectrofotometro UV-Vis.

5.2.1.3 Linearidade e intervalo

A linearidade do método foi verificada a partir do valor do coeficiente de correlagcdo
calculado apés a obtencéo da curva analitica do BNZ. O intervalo também foi estabelecido

usando os valores de concentracdo obtidos pela curva analitica.

5.2.1.4 Precisdo

Na precisdo podem ser avaliados os critérios de repetibilidade, precisdo intermediéria e
de reprodutibilidade. Neste estudo, a precisdo foi avaliada quanto a repetibilidade (precisao
intracorrida) e precisdo intermediaria (intercorridas). Para realizacdo da precisao foi preparada
uma solucdo estoque de BNZ de 500 pg-mL™. Aliquotas de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,7 mL da
solucéo estoque foram transferidas para baldes de 10 mL, obtendo-se concentragdes diferentes
(5, 10, 20, 30 e 35 pg-mL™). O volume foi completado com a solu¢do de EUD em éacido acético
0,IN. A absorbancia das amostras foi determinada em espectrofotdmetro UV-Vis a um
comprimento de onda de maior absorcdo, que foi no comprimento de onda de 324 nm. Em
todos os ensaios foram investigados cinco niveis de concentragdo e em triplicata. O ensaio de
repetibilidade foi realizado no mesmo dia e nas mesmas condi¢cdes de analise, enquanto a
preciséo intercorridas foi realizada em intervalos de 6 dias e com analistas diferentes, ambas

valendo-se da mesma metodologia.
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A precisédo € expressa como coeficiente de variacdo (CV%) (Equacdo 1), em que DP é
0 desvio padrdo e CMD a concentragdo media determinada. O valor maximo aceitavel ndo pode
ultrapassar 5% (BRASIL, 2003).

cV = DP
CMD

x100. (1)

5.2. 1.5 Exatidao

A avaliacdo da exatiddo do método foi feita pela adicdo e recuperacdo de padrdo, em
triplicata, entre cinco niveis de concentra¢do, utilizando-se o método do placebo contaminado,
em que a quantidade conhecida do farmaco foi adicionada a uma matriz contendo o0s
componentes do medicamento (BRASIL, 2003). Para tanto a solucdo estoque, bem como a
preparacdo das amostras foi feita como descrito no item precisdo, obtendo-se cinco
concentracdes de 5 a 35 pg'mL™. A exatiddo foi expressa pela relagdo entre a concentragdo
média determinada experimentalmente e a concentracdo teorica correspondente, conforme a

Equacdo 2, para determinacdo da quantidade de farmaco recuperada.

Concentracdo média experimental de BNZ y
Concentracéo tedrica de BNZ

Exatiddo = 100 (2)

5.2.1.6 Robustez

Para verificar a robustez do método, foram avaliadas as variacGes na curva padrao a
medida que alterava o pH das solucdes analiticas. Como a solucdo intermediaria de BNZ (20
ug-mL1) possui um pH préximo a 6,50, neste estudo foram preparadas duas solucdes estoques
de BNZ (500 pg-mL™), contendo solugdo tampéo fosfato monobésico (KH2POs, 0,05 N, pH
4,5), e 0 pH de cada solucdo foi ajustado com solucdo aquosa de NaOH 1 N a fim de obter os
valores de 5,5 e 7,5. Neste ensaio foi investigadas as mesmas concentrac¢des de BNZ (5; 10; 20;
30; e, 35 pg-mL™) (n = 3) descritas nos itens Precisdo e Exatidao.
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5.2.1.7 Andlise estatistica da validacdo

Os resultados obtidos nos ensaios de precisdo intra e inter-corridas foram submetidos
ao teste t de Student para avaliar possiveis diferencas estatisticas. Os resultados obtidos nos
estudos de linearidade, exatidao e robustez foram submetidos a analise de variancia (ANOVA

oneway).

5.3 Preparacdo das nanoparticulas

A preparacdo das nanoparticulas (NPs) foi feita pela técnica de emulsificacao
evaporagdo-solvente. Inicialmente, um volume apropriado de uma solugédo de EUD em DCM
foi injetado (usando uma bureta), a uma vazao volumétrica de 1 mL-min, em um certo volume
de solucdo aquosa de PVA, sob agitacdo magnética (640 rpm), a uma temperatura de (25 * 2)
°C. Adicionalmente, essas solucdes de polimero e tensoativo foram previamente filtradas em
membranas filtrantes de acetato de celulose e a razdo volumétrica entre as fases orgéanica e
aquosa foi mantida constante em um valor de 30:70. Em seguida, essa dispersdo recém-
preparada foi exposta a um dispersor rotor-estator (Ultra-Turrax), operando a uma velocidade
especifica, durante 18 minutos, e, apds este periodo, colocada sob agitacdo magnética (640
rpm), por 24 horas, a uma temperatura de (25 * 2) °C, para a remog&o de todo solvente organico.

Inicialmente, as variaveis analisadas na obtencao das nanoparticulas foram as seguintes:

e Velocidade de dispersdo: Esta velocidade variou de 3500 a 20000 rpm, sendo as
concentragdes finais de EUD e PVA fixadas em 2,1 mgmL™? e 2,5 mg-mL?,
respectivamente;

e Concentragdo final de EUD: Esta concentragdo variou de 1,1 mg-mL™? a 4,3
mg-mL*?, sendo a velocidade de dispersio mantida em 20000 rpm e a
concentracéo de PVA fixada em 2,5 mg-mL™;

e Concentragio final de PVA: Esta concentragio variou de 2,5 mg-mL™ a 15,0
mg-mL?, sendo a velocidade de dispersio mantida em 20000 rpm e a
concentra¢io de EUD fixada em 1,1 mg-mL™,

Também foi avaliada a influéncia das diferentes razdes volumétricas (75:25; 50:50;
25:75) das misturas de DCM e outros solventes orgénicos (EtOH ou ACE). Nesta avaliagdo, a
velocidade de disperséo utilizada foi de 20000 rpm e as concentracdes finais de EUD e PVA

foram fixadas em 1,1 mg-mL? e 2,5 mg-mL, respectivamente.
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Finalmente, foi avaliada a técnica de injecdo da fase orgéanica na fase aquosa. Neste
caso, foi utilizado uma seringa, bomba peristéltica ou bureta, sendo fixada a velocidade de
dispersdo em 20000 rpm, as concentracdes finais de EUD e PVA foram mantidas em 1,1
mgmL™?e 2,5 mgmL?, respectivamente, e como solvente organico, a mistura de DCM:EtOH

na razdo volumétrica 50:50.

5.3.1 Funcionalizacao das superficie das nanoparticulas

As nanoparticulas otimizadas, ja contendo o farmaco, foram funcionalizadas com acido
sialico e colesterol. Estes foram inseridos separadamente, na fase organica polimérica seguindo

0 mesmo procedimento de avaliacdo que as nanoparticulas ndo funcionalizadas.

5.3.2 Preparacao das nanoparticulas solidas

Aliquotas das dispersdes otimizadas (sem farmaco, com farmaco e funcionalizadas)
foram centrifugadas por 5min em centrifuga Eppendorf a 16.9 RCF (g), e posteriormente
concentradas a fim de remover a 4gua usando um concentrador de vacuo (Labconco Centrivap)

durante 7 horas, resultando numa forma sélida para utilizacéo posterior na analise FITR-ATR.

5.4 Caracterizacdo das nanoparticulas

5.4.1 Medidas de Potencial Zeta ({), tamanho de particula e indice de polidispersabilidade
(IPD)

O tamanho das particulas, indice de polidispersibilidade e potencial zeta dos diferentes
sistemas nanoparticulados foram determinados usando disperséo dindmica de luz (DLS) num
modelo de analisador NanoBrook 90Plus (Brookhaven Instruments Corp.) do Laboratério de
Biotecnologia de Polimeros Naturais (BIOPOL), do departamento de Bioquimica/UFRN.
Todas as medicgdes foram realizadas a uma temperatura constante de 25 °C e um comprimento
de onda do feixe de luz de 659 nm, com um angulo de incidéncia de 90°. As amostras foram
previamente diluidas na propor¢do de 1:100 ou 1:50 em agua purificada, a fim de evitar a
agregacéo de particulas e corrigir a viscosidade da suspensdo uma vez que este parametro tem
influéncia no calculo efetuado pelo analisador. O tamanho das particulas e potencial zeta foram

expressos como média em nandmetros (nm) e em milivolts (mV), respectivamente, e foram
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obtidos a partir da medicao de, pelo menos, dez determinagdes de amostras. As medic¢des foram

realizadas em triplicata.

5.4.2 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) -ATR

Os espectros na regido da absorcao do infravermelho dos compostos puros (EUD, PVA,
BNZ, COL e AS), das misturas fisica dos constituintes dos sistemas particulados (EUD e BNZ;
EUD e COL; EUD e AS; EUD, BNZ e COL; e, EUD, BNZ e AS) 1:4 (razdo BNZ:EUD) e das
nanoparticulas (NPs; NPs contendo BNZ; NPs contendo BNZ e COL; e, NPs contendo BNZ e
AS) foram obtidos a partir de um espectrofotometro de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) modelo IRPrestige-21 (Shimadzu, Toquio, Japdo) através da técnica de
reflectancia total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda
de 700 a 5000 cm-1, com resolucdo de 4 cm-1 e baseados em 20 varreduras. Os sistemas
particulados, na forma de pd, foram obtidos a partir da separacdo de suas dispersdes via
centrifugacdo por 5 min em centrifuga (modelo 5418R, Eppendorf) a 16,9 rcf e, posteriormente,
concentradas, a fim de remover a 4gua, usando um concentrador centrifugo a vacuo (CentriVap,
LabConco) durante 7 horas, até a obtencdo de massa constante. Essas dispersdes caracterizavam

por serem preparadas de acordo com o item 5.3.

5.4.3 Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

A forma e tamanho das nanoparticulas foram observados usando imagens AFM. Todas
as dispersdes foram diluidas com &gua purificada na razao de 1:25. Uma gota de cada amostra
foi colocada em laminulas e estas colocadas em um dessecador a (25 + 2) °C por 24 horas. As
imagens topograficas foram obtidas a partir de um microscopio de forca atbmica (AFM) (SPM-
9700, Shimadzu, Quioto, Japdo) em modo ndo-contato, numa frequéncia de 1 Hz, sob condicdes

ambientais.

5.4.4 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado com as nanoparticulas contendo BNZ néo

funcionalizadas e funcionalizadas com COL ou AS que, durante 6 semanas, avaliando o
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tamanho e potencial zeta. Durante esse periodo as amostras foram mantidas em freezer a 5 °C
e antes de cada analise esperou-se atingir a temperatura ambiente (25 °C).

5. 4. 5 Eficiéncia de Encapsulacéo (EE%)

Para a determinacgdo da eficiéncia de encapsulacdo, as nanoparticulas com BNZ foram
preparadas da seguindo 0 mesmo procedimento que nas nanoparticulas sem farmaco. Diferentes
proporcoes farmaco/polimero (1:20; 1:10; 1:5; e, 1:2,5) foram utilizadas, a fim de obter uma
carga de farmaco eficiente, que correspondem a concentracdo de farmaco de 5 %, 10 %, 20 %
e 40 % (m/m), respectivamente. As dispersdes foram previamente centrifugadas a 16,9 RCF (g)
(Eppendorf 5418R microcentrifuga) durante 60 minutos, tempo suficiente para separar 0s
componentes de dispersdo. O sobrenadante foi retirado e diluido em agua purificada em razao
de 1:25 e, em seguida, a leitura foi feita medicdes em espectrofotometria UV-Thermo Fisher
Scientific, Evolucao 60S em 324nm. As nanoparticulas com maior eficiéncia de encapsulacao
terdo a superficie funcionalizadas com &cido sialico e colesterol e terdo a eficiéncia calculadas
usando 0s mesmos procedimentos que para as nanoparticulas nao funcionalizadas. A medicéo
foi realizada em triplicata. A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi calculada usando a equagéo
3:

_ Massa de BNZ nas nanoparticulas
Massa de BNZ adicionada

EE

x100. 3)

5. 4. 6 Estudo de liberacéo in vitro

O estudo de liberacio do BNZ pelas nanoparticulas (ndo funcionalizadas e
funcionalizadas com COL ou AS) foi realizado utilizando as células de difusdo de Franz
estaticas verticais (Crown Scientific, Sommerville, EUA). O compartimento receptor destes
sistemas foi preenchido com 11 mL de solucéo tampdo de dihidrogenofosfato de potassio (pH
7,4) e mantido a uma temperatura de 37 + 0,5 ° C, sob agitacdo constante de 300 rpm. Uma
membrana de acetato de celulose com diametro de poros de 0,45 um foi disposta entre o
compartimento receptor e doador. Acima desta membrana, no compartimento doador, foi
colocado 3 mL do sistema em estudo. Aliquotas de 2 mL foram retiradas através do brago lateral

do compartimento receptor em intervalos apropriados de tempo (30, 60, 120, 180, 240, 300,
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360, 420 e 480 min) e a concentragdo de BNZ foi determinada usando um espectrofotdmetro
UV-Visivel Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific, EUA), em um comprimento de onda de
324 nm, a partir de uma curva de calibracdo da solucdo de BNZ previamente construida. O
meio foi reabastecido a cada retirada com 2 mL da solucao tampéo a fim de manter as condigdes

sink. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
5. 4. 7 Estudo de Viabilidade celular

Os estudos foram realizados em linhagem de celulas Vero E6 (células epiteliais a partir
de rim de macacos verdes africanos), onde foram semeadas em placas de 96 pocos (100
pL/cavidade), contendo 2 x 105 células, sob as quais foram colocados os 4 sistemas testados
(nanoparticulas sem BNZ, nanoparticulas com BNZ e nanoparticulas com BNZ funcionalizadas
com COL ou AS. Diluiges seriadas dos sistemas foram realizadas com soro bovino fetal (SFB)
a 2 %. Posteriormente, os compostos em diferentes concentracdes (100; 50; 25; 10 ¢ 5 pgemL-
1) foram adicionados e incubados por 24 horas a 37 °C com 5 % de CO2 por 24 horas. Como
controle positivo foi usado o meio L15 2 % e como controle negativo, o DMSO.

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo difeniltetrazolium]. O ensaio avalia a capacidade de células
metabolicamente ativas de reduzirem o MTT, convertendo os sais amarelos de tetrazolium [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol brometo] a cristais de formazan, de cor purpura.
Apbs 4 horas, com os cristais ja solubilizados, a quantificacdo foi realizada em leitor de ELISA
em 540 nm. Os testes foram realizados em triplicata e em seguida normalizados conforme a

Equacéo 4 apresentada abaixo.

Absorbancia das células das amostras y
Absorbéancia das células controle positivo

Viabilidade celular = 100. (4)

5.5 Analise estatistica

Os resultados experimentais para analise quantitativa do farmaco foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA one-way), para multiplas comparagdes. Quando os valores de F
revelaram-se significativos, os dados ainda foram analisados pelo teste post-hoctest Tukey,

para comparagdo entre conjuntos de amostras diferentes, ou pelo teste post-hoctest Dunnett,
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para comparag¢des com um conjunto de amostras controle. Para comparacao de dois conjuntos

de amostras foi realizado o teste t Student. Um p < 0,05 foi considerado significativo.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Validacdo do método espectrofotometrico UV-Vis

O desenvolvimento e a validacdo de metodologias analiticas para analise quantitativa
de farmacos constituem uma etapa fundamental para assegurar os resultados experimentais de
estudos de estabilidade ou solubilidade (AQUINO et al., 2001). Varios métodos analiticos tém
sido propostos para a determinacdo do BNZ, incluindo anélise eletroquimica,
espectrofotometria UV-Vis e HPLC (SILVA et al., 2007; STRECK et al., 2011). Para tanto, o
presente estudo valeu-se da espectrofotometria UV-Vis e investigou as eventuais interferéncias
dos componentes da formulacédo, além da influéncia do analista e do intervalo de dias, os quais
podem ser determinantes para a quantificacdo do BNZ. Sendo assim, a validagdo se torna
indispensavel, por garantir um método simples, rapido, preciso, especifico e exato para a analise
quantitativa do farmaco em diferentes complexos multicomponentes estudados.

As solucgbes analiticas foram submetidas a varredura na faixa de 200 a 400 nm para
escolha do comprimento de onda especifico para 0 BNZ, no qual ndo houvesse interferéncia
dos componentes investigados. O comprimento de onda encontrado foi de 324 nm o qual foi

utilizado para o doseamento do farmaco durante todo o estudo.

6.1.1 Especificidade e seletividade

O ensaio de especificidade e seletividade descreve a capacidade do método identificar
e mensurar a quantidade farmaco na presenca de impurezas, excipientes ou produtos de
degradacéo (ICH, 2005).

A fim de verificar a especificidade e seletividade do método, foram obtidos espectros
de varredura em Solucéo de matriz contendo Eudragit sem o farmaco; solucdo de BZN em acido
acético (500 pg-mL™); em solucdo de matriz contendo Eudragit com BNZ; apenas o solvente
(&cido acético 0,1N).

Pela Figura 3 é possivel observar que a curva que representa somente o solvente e as

com o0s componentes da matriz polimérica sem farmaco, tiveram pouca ou nenhuma
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absorbancia no comprimento de onda de 324 nm. Os Unicos espectros que tiveram maxima
absorbancia nesse comprimento de onda foram das amostras que continham o farmaco, sendo
um indicativo de que os componentes da matriz ndo interferem na absorcdo do BNZ,

comprovando a eficiéncia do método quanto a este ensaio.
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4+ Acido acético 0.1 N
Solugéo de BNZ
« Matnz polimérica
S 37 Matriz polimérica + BNZ
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Figura 3-Perfis de absorbancia no UV-Vis: (azul) Solugdo de matriz contendo EUD sem o

farmaco; (rosa) solugio BZN (20 pg-mL™); (verde) solucdo de matriz polimérica contendo
BNZ; (preta) solvente (acido acético).

6.1.2 Curva analitica

Garantida a especificidade do método, obteve-se a curva analitica ou curva de
calibracdo, a qual representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracdo
conhecida do analito (BRASIL, 2003; ICH, 2005)

Para 0 BNZ, a curva foi obtida a partir dos valores de analisadas em comprimento de
onda especifico (324nm), de nove concentracdes variando de 2,5 a 40 pug-mL?, como esta
exposta na figura 4.

A equacdo de regressao linear definida a partir da curva analitica foi y = 0.02933 x —
0.00479. Tal equacdo possibilita obter, atraves dos valores de absorbancia, a concentragdo de
BNZ em cada amostra analisada (y = absorbancia e x = concentracdo do farmaco).

Segundo o ICH (2005), um método é considerado linear quando o coeficiente de

correlacdo for maior ou igual a 0,99. Apds determinacdo da curva analitica, o coeficiente de
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correlacdo obtido foi de 0,9994, o que indica a linearidade do método para a analise quantitativa
do BNZ.

1.2
o /./.
0,6 - /

0.3 //
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Absorbiincia

i”j
0.0 T

[BNZ] (ug.mL™)

Figura 4-Curva analitica do benznidazol.

A linearidade demonstra que os resultados obtidos s&o diretamente proporcionais a
concentragdo do BNZ na amostra, dentro de um intervalo especificado (2,5 a 40 pg-mL™).
Todas as analises realizadas durante o estudo estiveram dentro desse intervalo de concentragéo,
sendo consideradas as amostras diluidas.

Os dados utilizados para construir a curva analitica foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA oneway), 0s quais mostraram regressdo linear sem desvio de linearidade
significativo [F(1,7) = 9,5; (p > 0,05)]. Estes valores estdo em conformidade com as diretrizes
estabelecidas (ICH, 2005).

6.1.3 Precisao

Os resultados obtidos no estudo de precisdo intra e intercorridas demonstraram a
precisdo do método. Em ambos os ensaios foram observados valores de coeficiente de variacao
(CV < 5%), indicado que as mudangas inseridas no teste ndo foram capazes de causar
alteracdes. Os resultados obtidos para cada concentracdo investigada nos dois ensaios foram
ainda submetidos ao teste t de Student para avaliar uma possivel diferenca estatistica. Como
demonstrado na tabela 1, ndo houve diferenga estatistica (p < 0,05) entre os valores
determinados no ensaio intracorrida e o intercorrida, o que confirma a analise da precisdo do

método para os diferentes ensaios.



43

6.1.4 Exatidao

A exatiddo do método pode ser expressa como a porcentagem da recuperacdo de uma
quantidade conhecida de farmaco adicionado a amostra, descrevendo o grau de veracidade dos
resultados obtidos da analise quantitativa. Esta amostra pode ser a forma farmacéutica ou
somente o placebo (mistura de excipientes). Para o presente estudo foram investigados cinco
niveis de concentracéo (5,0; 10,0; 20,0; 30,0; e 35,0 pg-mL™) em triplicata, utilizando o ensaio
do placebo contaminado. O limite estabelecido do nivel de recuperacdo aceitavel para produtos
farmacéuticos no Brasil esta entre 80 - 120% (BRASIL, 2003). O ensaio de exatidao realizado
para as diferentes concentragdes investigadas demonstrou a exatiddo do método para a analise
quantitativa do BNZ (Tabela 1).

O nivel de recuperacdo variou de 91,8% a 100,0%, sendo que os dados experimentais
do ensaio de recuperacdo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA oneway) e ndo foi
observada diferenca estatistica significativa [F(1,9) = 0,0048; p= 0,946] entre os valores de
recuperacdo obtidos (n = 3) para os cinco niveis de concentracdo investigados (5,0-35,0 pg-mL"
). Estes resultados demonstram que o método pode ser aplicado com segurancga. O sucesso do
método quanto a eficiéncia na recuperacdo ocorreu possivelmente devido a escolha do sistema

solvente para dispersdo da amostra.

6.1.5 Robustez

A robustez consiste em um ensaio que permite avaliar a capacidade do método analitico
de resistir a possiveis alteracdes de parametros analiticos importantes. Para espectrofotometria,
fatores como variacdo do pH da solucéo, temperatura e diferentes tipos de solventes, podem ser
considerados na determinacdo deste parametro (ICH, 2005). Neste caso, o efeito de intervalos
de pH (5,5, 6,5, e 7,5) foi investigado na analise quantitativa do BNZ, através da exatidao e
precisdo de seus valores (Tabela 1). O método analitico foi considerado robusto frente as
variacBes de pH da solucdo em estudo. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre as
concentracdes experimentais do farmaco para os diferentes valores de pH (5,5 e 7,5) quando
comparado com os valores obtidos para a solu¢do de BNZ (pH 6,5). Logo, ndo foi constatada a
susceptibilidade do método a varia¢Oes desse parametro analitico.

Ap0s submeter os dados experimentais obtidos para cada concentracdo, a analise de
variancia (ANOVA oneway) ndo apresentou diferenca estatistica significativa para as
concentragdes de 5 pg-mL™ [F(1,4) = 29,78; p= 0,05]; 10 ug-mL" [F(1,4) = 0,002; p = 0,964];



44

20 mg mL-1 [F(1,4) = 0,967; p = 0,381] e 30 ug-mL") [F(1,4) = 0,450; p = 0,538]; 35 pug-mL"
[F(1,4) = 0,720; p = 0,443]. Quando a concentragdo da preparacdo foi 5 pug-mL~, observou-se
que esta apresentou-se no limite do valor admitido (p<0,05), o0 que ndo ocorreu para as demais
concentragdes. E interessante ressaltar que a concentracéo escolhida para a analise quantitativa
do farmaco no sistema foi aquela localizada no meio da curva padrdo (20 pg-mL™). Os ensaios
permitiram concluir que a metodologia pode ser considerada segura e validada garantindo,

portanto, a confiabilidade necessaria para as analises quantitativa, sendo considerada robusta.

Tabela 1- Resultados experimentais do estudo de validacdo para analise do BNZ através do método
espectrofotométrico UV-Vis para precisdo, exatiddo e robustez.

Parametros BNZ (yg mL* + DP)
Analiticos (DPR*%)
5pgmL?  10pgmL?  20pgmL?  30pgmL!  35pgmL?
Precisdo
Intra-dia 53+0004 10,0+0,002 19,7+0,003 29,7+0,001 35,0+0,003
(3.1) (0,9) (0,5) (0,13) (0,6)
Inter-dia 52+0,002 9,9+0,001 19,8+0,004 299+0,01 355+0,004
1,7 (0,4) (0,75) 1,2) (0,4)
Teste t-Student (p) 0,53 0,42 0,42 0,42 0,42

Exatidéo (%) 91,8 £0,007 97,0+0,013 100,0+0,012 100,0+0,001 100,0+0,03

(5.1) (4,8) (2,3) (0,14) (2,9)
ANOVA F(0,4) = 0,0048; p= 0,946
Robustez
pH 5,5 5,1+ 0,001 10,2+0,0 19,6 + 0,01 29,3+ 0,012 34,2 +0,02
(0,96) (0,0) (1,9) (1,5) (2,4)
pH 6,5
6,3 £ 0,004 9,8 + 0,008 19,7 + 0,003 29,7+0,001 35,0+0,003
(1,2) (0,8) (0,5) (0,13) (0,6)
pH 7,5
5,2 +£0,001 10,2+0,0 20,1+ 0,01 29,9+ 0,012 35,4 +0,02
(0,96) (0,0) (1,9) (1,5) (2,4)
ANOVA F (2,14) = 0,0052; (p=0,982)

Estatisticamente diferente 100% (p<0,05). CV= coeficiente de variacdo; DP= desvio padréo.
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6.2 Caracterizacdo das nanoparticulas

6.2.1 Efeito da velocidade de dispersao

A influéncia da velocidade de agitacdo sobre o diametro médio das distribuicbes de
tamanhos de particulas € mostrada na Figura 5. As particulas foram preparadas utilizando fase
organica de DCM contendo 0,50% m /v de Eudragit na fase orgénica, 0,25% m /v de PVA da
fase aquosa, a uma velocidade constante de injecdo de amostra de 1,0 mL.min-1 a temperatura
ambiente.

A estabilidade e o tamanho de goticulas formadas na emulsdo depende de parametros
da formulacdo e da velocidade de agitacdo, o que afeta o tamanho das nanoparticulas
(HAMISHEHKAR et al., 2009). Para toda a velocidade diferente estudada foi possivel formar
particulas (d <1,300 nm), usando o método de emulsificacdo-evaporacdo de solvente. Além
disso, 0 aumento da velocidade de homogeneizacdo levou a uma diminui¢do do diametro de
1176,5 + 114,7 nm para 283,2 £ 1,23 nm, como se pode ver na curva que representa a velocidade
de 20.000 rpm, que tem o0 menor diametro médio (d ~ 280 nm), valor PDI (0,205 + 0,04) e uma
distribuicdo de tamanho de particula unimodal. A largura da distribuicdo de tamanho de
particula foi fortemente afetada pela velocidade de agitacdo com PDI sendo 0,290 + 0,04, 0,332
+0,01, 0,364 + 0,02 e 0,432 £ 0,04 para 0 15000, 11000, 7000 e 3500 rpm, respectivamente.
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Figura 5- Efeito da velocidade de disperséo na distribui¢do de tamanho de particula e
potencial zeta.

A reducdo da dimenséo das particulas com o aumento da velocidade de agitacdo pode

ter sido devido a elevada energia mecéanica aplicada, conduzindo a uma dispersdo rapida e
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eficiente e pareceu melhorar a transferéncia de massa e velocidade de difusdo entre as fases.
Isto induziu a uma alta homogeneizagéo do processo e rapida nucleacéo para produzir particulas
menores (JAVADZADEH et al.,, 2010; MEHROTRA; NAGARWAL; PANDIT, 2011).

Portanto, a fim de preparar NPs de menores distribuicdes de tamanho, a velocidade de agitacéo
otimizada foi de 20.000 rpm.

6.2.2 Efeito da concentracdo do polimero

Outro parametro importante para as caracteristicas de tamanho e superficie das
nanoparticulas catidnicas é a concentracdo de polimero. Para este parametro foi utilizado
nanoparticulas com uma concentracao fixa de PVA (0,25%) a uma velocidade de agitacdo de
20.000 rpm. Este efeito € mostrado na Figura 6.

O aumento da concentracao de copolimero na fase organica na gama de 0,25 a 1% (m/v)
contribuiu para um ligeiro aumento do tamanho de particula (261,5 nm - 348,0 nm). Isto ocorreu
provavelmente devido ndo somente ao aumento de concentracdo do soluto nas goticulas de
solventes organicos, mas também ao aumento da viscosidade da fase dispersa (solucdo de
polimero no solvente organico), resultando na formacao de goticulas maiores.

Além disso, a associacdo de polimero de cadeia conduz a uma resisténcia de
transferéncia de massa, diminuindo difus&o solvente resultando em nanoparticulas maiores (DE
OLIVEIRA et al., 2013; JANA et al., 2014). Esta dependéncia direta do tamanho NP com a
concentracdo do polimero também foi observado por outros autores para Eudragit, PLA,
quitosano e PLGA (CHORNY et al., 2002; KWON et al., 2001).
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Figura 6- Efeito da concentracdo de copolimero no tamanho da particula e no potencial zeta
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O potencial ¢ positivo (cerca de +29 mV) € atribuido a carga positiva de Eudragit, tendo
em conta que é um polieletrolito catidnico, a carga superficial esperada € positiva, devido a
presenca de grupos amino protonados. Ndo houve diferenca significativa no potencial { entre
diferentes concentracGes de polimero (p<0,05), mas um ligeiro aumento é sugerido, devido a
maior quantidade de polimero (JANA et al., 2014).

Neste passo, a concentracdo de 0,25% (m/v) de polimero foi fixada, a fim usar uma
quantidade razoavel de polimero, uma vez que esta concentracdo mostrou-se satisfatoria na
producdo de particulas de tamanhos menores. A polidispersidade da dispersdo também foi

menor que nas demais concentragdes, apresentando um valor médio de 0,198 + 0,016.

6.2.3 Efeito da concentragéo do tensoativo

O efeito da concentracéo de tensioativo no tamanho de particula, PDI e potencial { foram
investigadas através da preparacdo de uma série de amostras com uma concentracdo fixa de
EUD (0,25%) e do tipo de surfactante (PVA) com velocidade de agitacdo de 20.000 rpm.

O tipo de surfactante ndo-i6nico usado teve um impacto significativo no didmetro, PDI
e distribuicdo de tamanho de particula dos sistemas formados (Figura 7). As menores NPs com
a distribuicdo mais estreita foram formadas nos sistemas preparados utilizando 1,0% de PVA
com diametro 175,8 £ 12,9 e PDI1 0,216 £ 0,01, enquanto que as maiores NPs com a distribui¢édo
mais ampla foram formadas nos sistemas preparados utilizando 0,25% de PVA, apresentando
um didmetro de 261,5 + 2,23 e PDI1 0,198 + 0,02.

Como observado, o diametro inicialmente decresceu com 0 aumento da concentracao
de tensioativo (0,25 a 1%), o que esta de acordo com outros estudos (ANTON; VANDAMME,
2009) . Esta observagdo tem sido atribuida a varios fendmenos fisico-quimicos dependendo do
mecanismo que foi proposto para formar as nanoparticulas. Em primeiro lugar, tem sido
atribuida a um aumento da adsorcdo de moléculas de surfactante fases organica / interface
aquosa que conduzem a uma diminuicdo da tensdo interfacial, o que provoca a formacéo de
particulas menores. Em segundo lugar, tem sido atribuida a uma maior quantidade de moléculas
de surfactante difundindo a partir da fase organica para a fase aquosa, conduzindo assim a
formacdo de menor didmetro NP (LAMAALLAM et al., 2005).

Quando a concentracédo de surfactante foi aumentada ainda mais (1-1,50%) observou-se
um aumento no diametro médio das particulas, o que também foi relatado em outros estudos
(ANTON; VANDAMME, 2009; NG et al., 2010). Postulou-se que o tamanho das goticulas
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aumentam acima de uma determinada concentracdo de surfactante devido a formacdo de uma
fase liquida altamente viscosa, que faz separacdo espontanea entre as fases (WANG et al.,
2009). Além disso, Lebouille et al (2013) atribui este comportamento da superficie das
nanoparticulas poliméricas que sdo bastante “lisas” e pode facilmente fundir e formar particulas
mais grosseiras. O indice de polidispersidade segue a mesma tendéncia que o diametro das
particulas, com PDI diminuindo até uma concentragdo de 1%, e aumentando apés 1,50%. A 1%
concentracdo de PVA ( potencial valor foi de cerca de +20 mV, tendo em conta a relativa
estabilidade sistema.
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Figura 7- Efeito da concentracdo do tensoativo sob o tamanho e potencial { das nanoparticulas

6.2.4 Influéncia do tipo de solvente

O efeito do tipo e proporcdo do solvente sobre a formacao de pequenas particulas pelo
método de emulsificacdo-evaporacao solvente foi investigada através da preparacdo de NP cm
concentracéo fixa de Eudragit (0,25%) e concentragdo de PVA fixa (1%) a uma velocidade de
agitacdo de 20.000 rpm.

Pode ser observado na Figura 8 que diametro médio de particula e PDI de NPs formadas
foram afetadas pelos diferentes solventes. Dois solventes misciveis em agua, como etanol (cerca
de 24,6 constante dielétrica) e acetona (cerca de constante dielétrica 20.6) em diferentes
proporcdes (75:25; 50:50 e 25:75) foram misturadas com diclorometano (cerca de constante
dielétrica de 9,1). O tamanho das particulas diminuiu de forma significativa (p <0,05) quando

utilizado nesta combinacgéo de solventes, a 50:50 em comparagdo com DCM puro.
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Figura 8 - Efeito do tipo de solvente organico

Solventes de elevada polaridade como acetona e etanol sdo relatados para formar
nanoparticulas de pequeno tamanho (LEGRAND et al., 2007; NG et al., 2010; THIOUNE et
al., 1997), promovendo a difusdo répida para a fase aquosa (GUHAGARKAR; MALSHE;
DEVARAJAN, 2009; MU; FENG, 2002). Isso justifica 0 menor tamanho de particula ser obtido
com DCM: EtOH na proporc¢édo 50:50, com diametro de 143,5 + 4,03 e PDI 0,260 + 0,0 2.

Mainardes et al (2005) em estudo de otimizacdo de nanoparticulas de PLGA contendo
praziquantel, utilizando o PVA como tensioativo e mesmo solvente ndo polar (DCM), pela
técnica de emulsificacdo-evaporacdo solvente, obteve tamanho de particulas em torno de 248
nm. Isto prova a importancia de associacdo de solventes mais polares com DCM para reduzir o
tamanho de particula.

Os maiores valores de potencial { também foram obtidos na propor¢cao de 50:50
misturas, sendo mais pronunciada na mistura DCM: EtOH, indicando uma maior estabilidade
no presente sistema e que a carga de superficie das particulas na formulacdo exercem uma
significativa correlacdo com o tipo e proporc¢éo de solventes utilizados (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

6.2.5 Efeito do tipo de injecéo de amostra

Ap0s a padronizacdo da obtengdo das nanoparticulas, viu-se a necessidade de confirmar
se de fato a bureta fora a melhor forma de injecdo de fase organica. Para isso, as nanoparticulas
foram preparadas usando a bomba peristéltica e a seringa (metodo da gravidade) todos sem

farmaco, usando NPs com concentracdo fixa Eudragit (0,25%) e concentracdo fixa de PVA
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(1%) em velocidade de agitacdo de 20.000 rpm e raz&o de mistura de solventes 50:50 de DCM:
EtOH. Para todas as formas de injecdo de amostra foi fixada a velocidade de 1 mL.min™, todos
com a agulha imersa.

Os resultados demonstraram que, ao utilizar a bureta (didmetro 158,1 + 5,9 e PDI 0,245
+ 0,03) e a seringa (282,03 = 17,7 e PDI 0,254 + 0,03) tanto resultou num menor tamanho de
particula quanto numa menor polidispersdo do que os formados em sistemas preparados
utilizando a bomba peristaltica (diametro 453,3 £ 57,3 PDI e 0,343 + 0,04) (Figura 9). Esta
diferenca pode ser explicada pelas caracteristicas de fluxo, uma vez que este relaciona area com
0 tempo de escoamento (CARVALHO, 2008). A medida que a bureta tem uma trajetoria
regular, e ainda possui uma maior altura da coluna (maior influéncia da gravidade), sugere-se
gue ndo haja muita a turbuléncia como uma bomba peristéaltica, o que pode justificar a tamanhos
de particulas menores (FELICES, 2007).

Portanto, para esta formulagéo, a bureta foi realmente a melhor forma de injecéo de
amostra.
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Figura 9- Efeito do tipo de injecdo de fase organica em fase aquosa
6.2.6 Eficiéncia de Encapsulacéo

A eficiéncia de carga de farmaco foi investigada por diferentes razdes farmaco:
copolimero. O BNZ foi encapsulado com éxito nas nanoparticulas catiénicas, mesmo para as
amostras com a porcentagem de fa&rmaco mais elevada. A melhor eficiéncia de encapsulagéo

para 0 BNZ (47,08%) foi observada para a razdo farmaco: copolimero de 1:10, que corresponde
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a cerca de 10% da carga de farmaco. A maior quantidade de BNZ contribuiu para aumentar o
tamanho das particulas, em compara¢do com nanoparticulas carregadas com menor percentual
de farmaco, como mostrado na Figura 10. Isto pode ser explicado pelo fato de que uma maior
quantidade de farmaco resulta numa fase dispersa mais viscosa, tornando dificil a dispersédo

mutua das fases e originando particulas maiores.
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Figura 10- Eficiéncia de encapsulacdo para as nanoparticulas em diferentes razdes
farmaco:copolimero

Em Zhang et al. (2013) mostra a eficiéncia de carga de farmaco em nanoparticulas
contendo ibuprofeno (que é uma farmaco ndo-polar, como BNZ) entre 44,7% e 52,2% para uma
percentagem de farmaco de 5,5 e 12%, respectivamente. Isto mostra que, para um valor de 10%
foi obtida uma boa eficiéncia de encapsulacdo da farmaco. A reducdo de tamanho de particula
é positiva porque leva ao aumento da area de superficie, 0 que pode levar a uma melhor
eficiéncia de encapsulacdo (MOBARAK; SALAH; ELKHESHEN, 2014; ZHANG et al.,
2013). Além disso, a mudanca do tamanho das particulas € um indicativo de que realmente
houve uma interacdo entre o farmaco e copolimero. O teor de farmaco em nanoparticulas é
influenciada pela afinidade farmaco-polimero e pela miscibilidade, com isso se esperava uma
resposta positiva para a hidrofobicidade do polimero e do benznidazol (BUDHIAN; SIEGEL;
WINEY, 2007).

No que diz respeito ao potencial zeta, observa-se que aumenta como 0 aumento da
quantidade de farmaco (+14.8 £ 2.9mV a +24.9 + 3.2mV). Isto pode sugerir que quando existe

uma interacdo farmaco:copolimero mais elevada, 0s grupos amino protonados do polimero
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ficam menos expostos, de modo que um potencial ¢ mais baixo € evidenciado na razdo que ha

uma maior eficiéncia de encapsulacéo.

6.2.7 Funcionalizacdo da superficie das particulas e eficiéncia de encapsulacéo

A fim de modificar a superficie das particulas para melhorar o direcionamento ao érgéo-
alvo, foram adicionados ao sistema acido sidlico e colesterol, ambos separadamente
constituindo sistemas distintos. A principio, de cada sistema, variou-se a concentrag¢do do acido
e do colesterol em relacédo a fase organica polimérica, de 0,2; 0,5 e 0,8 pg-mL-*. O resultado

pode ser observado na figura 11.
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Figura 11- Efeito dos agentes funcionalizantes sob o didmetro de particula (colesterol-area
tracejada vertical e acido sialico-area tracejada horizontal) e potencial zeta (e, A),
respectivamente e eficéncia de encapsulacdo do Acido sialico (=) e do Colesterol (m).

A eficiéncia de encapsulacdo também foi calculada para esses sistemas, ambos contendo
10% de BNZ, que foi o melhor valor obtido na EE% da nanoparticula otimizada. Em
concordancia com os valores de menor tamanho de particula, foi expressa uma maior eficiéncia
de encapsulacéo para os sistemas contendo &cido siélico e colesterol a 0,2 pg-mL-* (20,5 EE%
e 16,6 EE%, respectivamente).

Isso confirma o menor didametro caracterizar uma maior superficie de contato, o que
acarreta a uma encapsulacdo mais eficiente (MOBARAK; SALAH; ELKHESHEN, 2014).

Como essas substancias podem estar competindo pelo substrato do polimero junto ao farmaco,
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os valores de eficiéncia s&o menores quando comparados com dos sistemas contendo apenas o
farmaco (47 EE%).

O aumento de tamanho de particula em ambos sistemas (~200 nm) é um indicativo de
que realmente houve a modificagdo da superficie das particulas (MOBARAK; SALAH;
ELKHESHEN, 2014).

Pode-se observar que para ambos os sistemas a concentracdo de 0,2 pg-mL-* apresentou
valores mais adequados quanto ao tamanho e ao PDI, bem como exibiu maiores valores de

potencial ' (em torno de +25mv), sendo indicativo de um sistema que tende a estabilidade.

6.2.8 Estudo de estabilidade

Para comprovar isso, foi realizado um estudo de estabilidade com nanoparticulas
contendo 10% BNZ (tanto para as nanoparticulas ndo funcionalizadas, quanto para as
funcionalizadas com &cido sialico e para as funcionalizadas com colesterol a 0,2 ug-mL-1)
durante 6 semanas. Os resultados podem ser vistos na Figura 12.

Pode-se observar que, durante o periodo de avaliacdo, as nanoparticulas ndo sofreram
alteracdes significativas em seus tamanhos, com desvios entre elas de no maximo 5nm. O
potencial zeta também ndo apresentou mudanca significativa em seus valores (p>0,05),
mantendo-se em valores médios de +25mV. As alteracBes no tamanho de particula pode sugerir
a presenca de fendbmenos de instabilidade, tais como floculagdo, cremagem, sedimentagéo,
coalescéncia (LEMARCHAND et al., 2003a; TERAYAMA et al., 2003).

As analises por { potencial também tém sido utilizadas para estudar a estabilidade de
varios sistemas coloidais, tais como dispersdes, suspensdes de nanoparticulas e emulsdes, sendo
capaz de detectar fendmenos de desestabilizacdo devido a alteracdes na carga de superficie que
pode aproximar ou afastar as particulas (COURNARIE et al., 2004; DALE; KIJLSTRA;
VINCENT, 2005; LEMARCHAND et al., 2003a, 2003b; NG et al., 2010).
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Figura 12- Estudo de estabilidade das nanoparticulas contendo 0 BNZ (e,0);nanoparticulas
contendo 0 BNZ com colesterol (m,0);nanoparticulas contendo o0 BNZ com o acido sialico (A,

A). Os simbolos fechados representam o didmetro e os vazados o potencial zeta.

Como ndo houve variacao significativa de didametro e potencial zeta por seis semanas
(p>0,05), sugere-se que ndo houve fendmenos de instabilidade neste periodo e que o sistema
apresenta estabilidade fisica e quimica, podendo ter um potencial uso parenteral.

6.2.10 Analise do Infravermelho (FTIR)

A andlise do Infravermelho foi realizada para verificar se houve interacdo entre os
componentes da matriz polimérica e o farmaco. A seguir serdo discutidos apenas os sinais de
maior relevancia.

No espectro obtido para 0 BNZ foi possivel identificar os picos referentes as ligacdes

presentes na molécula. A Figura 13 mostra o espectro do BNZ de 4000 a 400 cm™.
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Figura 13— Espectro na regido IV do BNZ.

O espectro IV do BNZ apresentou 0s picos caracteristicos de absorc¢do do farmaco em
3272, 3139 a 3068 cm™, referentes a deformacéo axial de ligagdes N-H de amidas secundarias.
A deformancdo angular de N-H foi observada em 1554 e 1536 cm™. O estiramento
caracteristico da absorcdo da carbonila presente na amida secundaria foi observado em 1660
cmL. Os estiramentos da ligagdo N-O de compostos covalentes, presente no grupo NO2, foram
identificados entre 1660 e 1500 cm™ e entre 1365 e 1335 cm™. Para identificacdo do
grupamento nitro-aromatico, um pico intenso em 871 cm* foi verificado. As bandas fracas de
1965 a 1808 cm* indicam a presenca de compostos aromaticos, devido a deformacéo axial das
ligacbes C-H. As bandas de deformacao angular no plano e fora do plano das ligacdes C-H de
compostos aromaticos também podem ser visualizadas entre 1246 e 1028 cm™ e entre 871 e
698 cm?, respectivamente. Vibragdes de esqueleto em 1418, 1486, 1500 cm™ foram
verificados, sendo os dois Gtimos na forma de dubletes, devido a deformacéo axial das ligacdes
C-C presentes no anel aromatico. Os picos em 1335 e 1291 cm™ referem-se as vibragoes de
deformacdo axial das ligacGes C-N presentes em aminas aromaticas.

Os espetros dos compostos puros (EUD, COL, AS) podem ser vistos junto ao do BNZ
na figura 14.
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Figura 14-Espetros do IV para 0s compostos puros

O EUD puro mostrou picos de absor¢do caracteristicos, com bandas de estiramento
significativo NC perto 1,300 centimetro-1 e bandas de C = O alongamento do éster em cerca
de 1,730 centimetro-1. O espectro do colesterol puro apresenta uma banda larga entre 3250 e
3500 cm™ devida a vibracdo de elongacdo da ligacdo O-H. O espectro do &cido sialico
apresentou bandas da carbonila do &cido carboxilico em aproximadamente 1750 cm-1, carbonila
da amida secundaria em aproximadamente 1630 cm-1, e hidroxilas em aproximadamente 3300
cm-t

Os espectros dos compostos puros de nanoparticulas mostrou semelhante a partir da

mistura fisica em relacdo a farmaco: proporcdo de polimero de 1:4, com evidentes picos do

polimero (Figura 15).
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Figura 15- Espetros das misturas fisicas dos constituintes das nanoparticulas

Nas nanoparticulas, para todos os sistemas (NP sem farmaco (P0), NP com farmaco
(P1), NP com BNZ e COL (P2), NP com BNZ e AS (P3),evidenciam-se picos que confirme a
presenca de cada composto, mas também sdo evidentes os picos caracteristicos do polimero,
demonstrando que a estrutura quimica da superficie das nanoparticulas € semelhante a da EUD,
tais como bandas de estiramento -OH significativas préximos 3,200 centimetro-1, bandas de =
O alongamento do éster em cerca de 1,730 centimetro-1; caracteristica de vibracdes de
hidrogénio das moléculas de 4gua adsorvida sobre a superficie, que mostram a incorporacao da
matriz polimérica BNZ (Figura 16A). P1 foram absorvidos quase as mesmas bandas que PO.
Um aumento foi feio para esses dois sistemas para melhor localizac&o das regifes de interacéo
do farmaco em P1, comparado a PO, que pode ser isto nas Figura 16B e 16C, onde é possivel
observar a incorporacdo do BNZ em P1 nas regides em torno de 1100-1200 cm-! e na Fig. 15C
em regides 3600-3800 cm-1.

Os resultados com os espectros de 1V mostram que tém pouca farmaco incorporada na
matriz do polimero e que tem interagcdo quimica entre o polimero e baixa de farmaco, o que é

interessante, porque nao ha nenhum risco de perda de atividade do BNZ.
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Figura 16- Espectros das nanoparticulas: A) NPs sem BNZ (P0), com BNZ (P1), com BNZ e COL
(P2) e com BZN e AS (P3). B e C) Bandas especificas entre PO e P1.

Mainardes et al (2006), em estudo semelhante com Prazinquantel e EUD indicaram que
houve uma baixa interacdo molecular entre o polimero e o fa&rmaco, por raz6es semelhantes. Os
resultados com os espectros de IV mostram que a farmaco pode ser incorporada na matriz de
polimero e que a fusdo ndo ocorre por forte interacdo quimica entre o polimero e farmaco, o

que é interessante, porque diminui o risco de perda de atividade do BNZ.

6. 9. 11 Analise da Microscopia de Forga Atdmica (AFM)

Para verificar a topografia das nanoparticulas foi realizada uma AFM. O tamanho de
particula mediano lateral, para todos os sistemas foi de aproximadamente 125 nm, inferior aos
valor encontrado por DLS (Fig. 17). Hoo et al (2008) em estudo sobre a comparacdo dos

métodos de microscopia de forca atdmica (AFM) e espalhamento dindmico de luz (DLS) para
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caracterizar distribuicdes de tamanho de nanoparticulas, mostram que o DLS pode deixar de
detectar as particulas menores, porém varreduras de AFM mostram uma representacdo mais
precisa de cada particula individual. Isso ocorre porque quando a ponta de AFM se movimenta,
a forma da ponta vai contribuir na formacao da imagem, o justifica a diferenca de diametro de
particula entre os dois métodos (HOO et al., 2008; KIM et al., 2008). Em DSL a medicdo é feita
levando em consideracdo o raio hidrodinamico (que leva em consideragdo a hidratacdo das
moléculas de &gua na suspensdo, bem como os ions presentes), gerando um tamanho de
particula maior em comparacdo com AFM (LIM et al., 2013).

Para todos os sistemas, as particulas mostrou esférica, com uma superficie lisa. Um dos
motivos é devido ao surfactante, PVA. Em estudo feito por Mu e Feng (2002) sobre Vitamina
E TPGS, como emulsionante para a producdo de nanoesferas poliméricas em que o PVA foi
usada, indica que o agente tensioativo foi muito importante para estabilizar as goticulas da fase
dispersa, uma vez que a linha de cima da superficie de gota gera particulas mais esféricas,

promovendo a estabilidade por abaixamento da energia livre na interface entre as duas fases.
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Figura 17-Imagem de AFM de nanoparticulas de BNZ em 2D e 3D. A) NPs sem farmaco; B) NPs
com BNZ; C) NPs com BZN e AS; D) NPs com BNZ e COL. A topografia foi observada com um
deslocamento de frequéncia de 1HZ e uma amplitude de oscila¢&o do braco de suporte 5000 nm. A

escala indica a altura topogréafica.
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6.9.12 Estudo de Liberacéo in vitro

A partir dos ensaios de liberacéo in vitro foi observado o efeito da associacdo de BNZ
em nanoparticulas de EUD. Neste ensaio observa-se uma liberacdo de aproximadamente 28%
do farmaco nas nanoparticulas contendo apenas o farmaco, 70% nas nanoparticulas
funcionalizadas com colesterol e 60% nas nanoparticulas funcionalizadas com acido sialico.
Sugere-se que as nanoparticulas com o farmaco sem modificacéo de superficie ndo conseguem
passar facilmente através dos poros da membrana devido a sua hidrofobicidade e, assim, é
possivel observar uma menor liberagdo nas nanoparticulas contendo apenas o BNZ. Como o
acido sidlico e o colesterol sdo menos hidrofobicos que o BNZ, conseguem formar canais
aquosos temporarios (poros) que facilitam a passagem do farmaco através da membrana, por
isso apresentaram uma maior taxa de liberacdo (DE MELO et al., 2010).

Outro fator que esta associado com uma taxa de liberacdo reduzida BNZ devido a esta
molécula estar ligada ao polimero, o que provoca uma menor difusdo da molécula para o
compartimento receptor (ROMERO-CANO; VINCENT, 2002).

A Figura 18 mostra a curva de percentagem de liberacdo para a molécula BNZ em

nanoparticulas em funcdo do tempo (480 min).

80 -
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Figura 18- BNZ liberagdo cumulativa (%) nanoparticulas de BNZ (®), nanoparticulas de BNZ com
AS (A) e nanoparticulas de BNZ com COL
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A fim de determinar se 0 mecanismo de liberacdo do BNZ de nanoparticulas de EUD,
o0s dados experimentais foram ajustados matematicamente por diferentes modelos e constantes
cinéticas (COSTA, 2002; SERRA; DOMENECH; PEPPAS, 2006; SIEPMANN; SIEPMANN,
2008).

Apesar de ter aplicado os dados experimentais em diferentes modelos matematicos, um
ajuste linear 6timo foi alcancado de forma mais eficiente pelo modelo Korsmeyer-Peppas. Os

coeficientes de correlacdo (R2) obtidos para BNZ estdo contidos na Tabela 2.

Tabela 2- Modelos matematicos usados para descrever a cinética de liberacdo do BNZ

R2
Modelo Equacao BNZ AS
Matematico CoL
Zero Ordem Q =Q, +Kt 0,8837 10,8780 0,9069
Primeira Order InQ, =InQ, +Kit 0,8600 0,0542 0,9122
Higuchi Q =K, < t¥2 0,9108 0,7949  0,8138

Korsmeyer-Peppas 0,9957 0,9716 0,9670

o0

O modelo Korsmeyer-Peppas é um modelo semi-empirico que correlaciona a liberacéo
da farmaco em funcdo do tempo para uma unica equacdo exponencial e foi usado para avaliar
os dispositivos poliméricos para a liberacdo controlada de farmacos, especialmente quando o
mecanismo de liberagdo ndo é conhecido ou quando ha mais do que um mecanismo envolvido
(SERRA; DOMENECH; PEPPAS, 2006).

A fim de determinar se 0 mecanismo de liberacdo BNZ nanoparticulas ndo segue a lei
de Fick e segue um comportamento anormal, tal modelo foi aplicado. Seguindo equacao contida
na Tabela 4, Qt é a quantidade de farmaco libertado num dado instante t, Qoo é a quantidade de
farmaco liberada no tempo infinito, k representa a constante cinética e n é o expoente de
liberacdo. O valor de n esta relacionado com a forma geomeétrica do sistema para liberagéo e
determina tal mecanismo; n € igual a 0,45 para 0s processos controlados por difusao, enquanto
que os valores de n entre 0,45 e 1,0 indicam um transporte anomalo ndo Fickniano. Sabe-se

também que os sistemas de entrega porosos podem ter valores de n <0,45, sendo devida a uma
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combinacdo de processos de difusdo atraves da matriz do polimero e difuséo através dos poros

parcialmente cheios com &gua no interior da matriz (COSTA, 2002).

De acordo com este modelo Peppas, uma curva foi obtida pela liberacdo de BNZ

nanoparticulas sem e com funcionalizacdo com AS e COL (Figura 19).
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Figura 19- BNZ liberado (%) das nanoparticulas A) sem funcionalizagdo; B) funcionalizadas com AS
e D) funcionalizadas com COL. Os simbolos indicam (e) para a liberagdo do BNZ em fun¢é&o do tempo
e (o) para a curva In Qt / Qoo uma fungdo de In t, de acordo com o modelo Korsmeyer-Peppas (n = 3)
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O resultado de regressao linear mostra um valor de liberacdo do expoente n = 4,74 (R =
0,9957) e 0,109 min-! para os sistemas contendo apenas 0 BNZ; n = 3,08 (R =0,9716) e 0,137
min-1 para os sistemas funcionalizados com acido sialico e n = 3,32 (R = 0,9670) e 0,260 min-
1 para os sistemas funcionalizados com colesterol, todos para uma taxa de liberagdo constante
(k). O resultado do valor de n para o sistema apenas com BNZ revela que o BNZ é libertado
devido ao transporte anomalo ndo regulada por difusdo de Fick (COSTA, 2002). Para o0s
sistemas funcionalizados, o valor de n apresentou-se menor que 0,45, caracterizando sistemas
porosos, como descrito por Peppas (1985), em que hd uma combinagdo de processos de difuséo
através da matriz do polimero e difusdo através dos poros parcialmente cheios com agua no
interior da matriz. O que pode justificar a maior difusao e, consequentemente, maior liberacéo

do BNZ das nanoparticulas funcionalizadas.

6.2.13 Estudo de viabilidade celular

Todos os sistemas nanoparticulados (NP sem BNZ; NP com BNZ, NP com BNZ e AS;
NP com BNZ e COL) foram testadas em linhagem de células Vero, em 24h, variando a
concentragéo de 5, 10, 25, 50 e 100 pg-mL-t. Os resultados mostram que a viabilidade celular
relativa apresenta perfil proximos entre os sistemas (Figura 20).
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Figura 20- Viabilidade celular relativa das nanoparticulas sem farmaco (SF), com Farmaco (BNZ), com
farmaco funcionalizadas com acido sialico (AS) e com farmaco funcionalizadas com colesterol (COL).
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Para todos os sistemas, até mesmo para o sistema sem farmaco, nas concentragfes 5 e
100 pg-mL™ ndo induziram decréscimo de viabilidade celular quando comparado ao valor do
controle, DMSO puro. Mesmo na maior concentracdo utilizada, os valores de viabilidade
celular deram em torno de 20%. As concentragdes de 25, 50 e 100 pg-mL* induziram a nivel
reduzido e aceitavel de citotoxicidade e ndo induziram valores superior a 30% de decréscimo
de viabilidade celular quando comparados ao controle negativo. Este fato aconteceu apenas
paras as concentragdes abaixo de 25 pg-mL™.

Embora os polimeros catiénicos como o Eudragit possam apresentar citotoxicidade, nas
condigBes experimentais avaliadas, as nanoparticulas ndo apresentaram citotoxicidade e,

possivelmente, ndo afetam o metabolismo e a viabilidade celular.
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7 CONCLUSOES

O método de emulsificacdo com evaporagdo do solvente foi otimizado com sucesso para
produzir nanoparticulas cationicas para liberacdo modificada benznidazol. Os parametros
avaliados demonstraram uma importante influéncia, refletindo, principalmente, na média de
tamanho de particula, resultando em valores de aproximadamente 200nm e potencial zeta, com
valores em torno de +25mV. O solvente organico demonstrou ser um fator importante na
obtencdo de particulas de menores distribuicdo de tamanho, devido a maior taxa de difuséo do
solvente para a fase aquosa. As analises de AFM, IV e a cinética de liberagdo in vitro sugerem
a possibilidade de aplicacdo das nanoparticulas com elevada especificidade de farmacos em
sistemas de liberacdo dirigidos érgdos-alvo e que a presenga de &cido sialico e colesterol auxilia
numa maior liberacdo do farmaco através da formacdo de poros. O estudo de estabilidade
mostrou que o sistema nao sofreu fenémenos de instabilidade durante o periodo de 6 semanas.
Os resultados de viabilidade celular indicam que em baixas concentracdes as céelulas ndo tém
sua viabilidade afetada. Isto demonstra que as nanoparticulas obtidas podem ser utilizados

como um potencial sistema para o tratamento da doenca de Chagas.
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