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RESUMO

Euphorbia tirucalli L. € uma planta que apresenta em seu latex o composto eufol que quando
altamente diluido tem diversas propriedades medicinais, como anti-inflamatério, anticoncepcionais e
antitumorais. A aplicacdo da nanotecnologia aos fitoterapicos e extratos vegetais podem potencializar
a acao dos extratos vegetais, promover a liberagdo sustentada dos principios ativos, reduzir a dose
necessdria e os efeitos colaterais, através do encapsulamento de farmacos, sendo uma estratégia
adequada para superar mecanismos de resisténcia celular e aumentar a seletividade do farmaco por
sitios-especificos. A entrega das nanoparticulas tem que satisfazer varios requisitos para aplicacdes
clinicas, com objetivo de maior padronizacéo, aprovacao e aceitacdo frente as legislacées, no qual
neste trabalho foi realizado o preparo das nanoparticulas com quitosana e PLGA, avaliacdo dos
parametros fisico-quimicos e teste in vivo. As particulas contendo o latex, apresentaram elevada
eficiéncia de encapsulamento (>90 %), com um perfil de liberagdo em pH acido, lento e constante
durante 6 horas. Através da técnica de espalhamento dindmico de luz verificou-se que a média das
nanoparticulas com o farmaco possuem di@metro proximo de 611 nm, com um bom indice de
polidispersdo de 0,146 e valor de potencial zeta (2 + 23 mV). Na espectroscopia de FTIR, as
nanoparticulas de quitosana apresentaram em 1.566 cm-1, banda fraca de deformacao angular usada
para caracterizar aminas e amidas secundarias. Avaliagdo do deslocamento do comprimento de onda
do latex de eufol em diferentes pHs apresentaram todos na faixa de 200 a 220 nm. No ensaio de
hipernocicepcao in vivo o latex-eufol e as nanoparticulas contendo eufol inibiu significativamente a
hipernocicepcao mecéanica induzida por carragenina.

Palavras-chaves: Euphorbia tirucalli; nanoparticulas; anti-inflamatério; fisico-quimicos.
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ABSTRACT

Euphorbia tirucalli L. is a plant that has in its latex the compound eufol which, when highly diluted, has
several medicinal properties, such as anti-inflammatory, contraceptive and anti-tumor. The application
of nanotechnology to herbal medicines and plant extracts can enhance the action of plant extracts,
promote the sustained release of active principles, reduce the necessary dose and side effects,
through the encapsulation of drugs, being an adequate strategy to overcome resistance mechanisms
cell and increase drug selectivity by site-specific. The delivery of nanoparticles has to meet several
requirements for clinical applications, with the objective of greater standardization, approval and
acceptance in relation to legislation, in which in this work the preparation of nanoparticles with chitosan
and PLGA, evaluation of physical-chemical parameters and and in vivo test. Particles containing the
latex, high encapsulation efficiency (> 90%), with a release profile at acidic pH, slow and constant for
6 hours. Through the dynamic light scattering technique it was verified that the mean of the
nanoparticles with the drug has a diameter close to 611 nm, with a good polydispersion index of 0.146
and a zeta potential value (2-+ 23 mV). In FTIR spectroscopy, as chitosan nanoparticles dissipated at
1.566 cm-1, weak band of angular deformation used to characterize secondary amines and amides.
Evaluation of the wavelength shift of the eufol latex at different pHs separated all in the range from
200 to 220 nm. In the in vivo hypernociception assay, latex-eufol and nanoparticles containing eufol
significantly inhibited the mechanical hypernociception induced by carrageenan.

Keywords: Euphorbia tirucalli; nanoparticles; anti-inflammatory; physicochemical.
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1 INTRODUCAO

1.1 Euphorbia tirucalli Linnaeus

Euphorbia tirucalli L. € uma planta pertencente a familia das euforbidceas que
pode atingir uma altura de 10 metros em seu habitat natural, apresenta troncos
verdes cilindricos extremamente ramificados, folhas e flores pequenas, sendo estas
terminais femininas e masculinas com fruto encapsulado contendo trés sementes
ovoides (2). As folhas de E. tirucalli caem mais cedo e, portanto, a maioria das
plantas ndo tem folhas, para reduzir a transpiracdo, sendo uma planta forte e
resistente a seca. Pode ser usada para florestacéo e protecdo do solo para evitar a

perda de agua e solo, e é ecologicamente valiosa (3).

Figura 1 — Foto da planta E. tirucalli
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Fonte: Autora (2018)
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De acordo com a OMS cerca de 80% da populacdo mundial utiliza
fitoterapicos para o tratamento de diversas doencas, mesmo sem orientacdo meédica
ou consulta, o que demonstra o interesse das pessoas por medicamentos com

menores custos, tornando-0s mais acessiveis a populagao (4, 5).

A E. tirucalli também conhecida popularmente como Avelds, Arvore-do-lapis,
Labirinto, Pau pelado, Dedo-do-diabo entre outros, contém um latex toxico que pode
causar forte irritacdo, inflamacdo da pele, vermelhiddo, inchaco, pustulas, dor,

coceira e quando altamente diluido apresenta diversas propriedades medicinais (6).

Desta forma € considerada importante na medicina tradicional de culturas da
india, Africa, Indonésia, Malasia e até no Brasil (7). Na Figura 2, é apresentada a
geolocalizacdo do clima mundial, com énfase ao Clima Tropical e Semi- arido, onde

tem-se a maior regido de cultivar de Avelos.

Figura 2 - Geolocalizagéo do clima no mundo, Avelds é comum em regides de Clima Tropical e

Semiarido

)

B Polar
[ Temperado
Semi-arido
B Tropical
[ Mediterraneo
B Montanha

Fonte: Autora (2018)
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Os componentes do latex da E. tirucalli sdo constituidos de diversos
compostos e metabolitos secundarios, tais como ésteres de acidos graxos (acido
miristico, palmitico, esteérico, oleico e linoleico), acidos graxos, diterpenos,

triterpenos, esterdides) e principalmente triterpenos como eufol e tirucallol (8).

Para uma melhor demonstracdo, na tabela 1 apresenta as substancias

guimicas presentes nas euforbidceas e suas respectivas propriedades terapéuticas

(9):

Tabela 1 - Compostos quimicos e respectivas indica¢des medicinais

Substancias . ~ L
Indicacb6es medicinais

guimicas
Diterpenos Anti-tumor, antibiotico, antifungico, antiespasmadicos,
antiulcerogénica e tripanocida.
Triterpenos Antibidtico, antifangico, vasodepressor, anti-inflamatorio e
analgésico.
Flavonoides Anti-maléria e anti-inflamatorio.
Saponinas Citotdxico e antiulcerogénica.
Taninos Antisséptico, antiviral, antimutagénico e antifungico.
Alcaloides Antibidtico e antitumoral.
Esteres Antibidtico, antitumoral, citotoxico, reacdes alérgicas e
cancerigeno.
Ricina Citotoéxico, lipolitico e ativacao da inverterase.
Fenois Antitumoral e antioxidante.

Fonte: Autora (2019) adaptado de Waczuk (2014).

Em relacdo aos componentes da E. ticucalli, destaca-se o eufol que é um
alcool triterpénico tetraciclico (Figura 3), sendo descrito como um dos principais
constituintes encontrado na seiva e no latex de algumas espécies desta planta, o
gual apresenta propriedades anti-inflamatoérias, anticoncepcionais e antitumorais,
sendo que o latex de Euphorbia tirucalli tem demonstrado uma reducéo eficiente do

crescimento tumoral em ratos (10, 11).
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Figura 3 - Estrutura quimica do Eufol usando o software ChemSketch

Fonte: A autora (2018) pelo software ChemSketch

Na literatura cientifica relata que o composto eufol possui atividades anti-
inflamatéria  (12), antiviral (13), propriedades antinociceptivas (14) e
anticancerigenas (7). Popularmente o latex vem sendo utilizado na sua forma bruta,
sem modificacbes ou purificacbes, em mudaltiplas funcbes medicinais, como
antibacteriano (15), anticancerigeno, antirreumatico, antiviral, antiasmético,
expectorante, reversor de impoténcia sexual, laxante, antiparasitario, antiulceroso,

fungicida, antitumoral, hepatoprotetor e queratolitico (16).

Por meio de estudos in vivo também foi demonstrado que o composto eufol
pode exibir propriedades antinociceptivas na dor inflamatéria e neuropatica em
modelos de ratos e camundongos (17). Estudos fitoquimicos indicam que a
presenca de esteroides ou triterpendides no latex de E. tirucalli conferem esses

efeitos medicinais (18).

As atividades farmacoldgicas relacionadas com a planta, dentre elas o
potencial analgésico, foram testados por imersdo da cauda em varios extratos do
latex da E. tirucalli. Nestes estudos, foram observados diminuicbes dos niumeros
de contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético, pelo emprego dos extratos
aquosos do latex 300 mg/kg, diclorometano-metanol 100 mg/kg e éter de petréleo
30 mg/kg de 57,67%, 51,80% e 48,48%, respectivamente (12).
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Passos et al. (2013) (19) constataram que racdes totais de esteroides e
terpendides obtidas do extrato hidro alcodlico da raiz de E. tirucalli, apresentaram
efeito analgésico e anti-inflamatdrio significativos nos subsequentes modelos de
edema de pata e contor¢cdo abdominal em camundongos.

Silva et al. (2018) (7) mostraram em seus estudos que triterpendides da E.
tirucalli sdo capazes de atenuar a inflamacgao crénica com doses de 200 mg/kg,
normalizando o volume alterado da pata, alteracdes hematoldgicas e histologicas,
sendo um potente agente terapéutico anti-inflamatério natural para o tratamento

de artrite.

Estudos também descrevem, que o eufol atenua significativamente os sinais
neuroldgicos da encefalomielite autoimune, podendo estar associados com a sub-
regulacdo de RNAm e expressao de proteina de mediadores pro-inflamatorios, tais
como Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), 6xido nitrico sintase induzida (iNOS)
e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) no sistema nervoso central (SNC). Além disso, em
analise in vitro houve a inibicdo da resposta imune mediada por células T incluindo
a producdo de citocinas Thl e Thl7 em células de baco de animais com

encefalomielite ndo tratados (20).

Pesquisas in vivo com o eufol foram observadas fortes acdes anti-
inflamatoérias em uso tépico na inflamacéo induzida pela 12-O-tetradecanoilforbol
(TPA), através da regulacdo da ativacao da proteina quinase C (PKC) e proteina
quinase regulada por sinal extracelular (ERK), resultando em reducdo da
sobreregulacdo de COX-2, proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-2), quimiocina

derivada de queratinécitos 1 (CXCL1/KC) e infiltracdo de leucdcitos (21).

AplicacBes contra infeccbes virais a partir de diterpenos como o ingenol
isolados da E. tirucalli, ativam diferentes isoformas de PKC, impulsiona a
translocacdo nuclear de NF-kB, leva a ativacdo do HIV-LTR e modula vias que
interferem indiretamente na replicacao viral (13).

Estudos apresentados na literatura, mostram avaliagbes do potencial
antineoplasico do eufol em 73 linhagens de cancer humano de 15 tipos de tumores,
confirmando o efeito de citotoxicidade, destacando-se as células escamosas

esofagicas, células de carcinoma pancreatico, seguidas de prostata, melanoma, e
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cancer de colon, inibindo significativamente a motilidade e migracdo celular,

proliferacdo e crescimento (22).

Um possivel mecanismo de acao (Figura 4) para a atividade anti-inflamatoria
da Euphorbia tirucalli em camundongos com artrite, esta relacionada a diminuicao
dos linfécitos CD4+ e CD8+, inibicdo da IL-2 (modulador da resposta imune) e de

Interferon-y (proteina que atua como antiviral), atuando como imunossupressor (23).

Figura 4- Euphorbia tirucalli atua como anti-inflamatério reduzindo linfécitos CD4+ e CD8+, inibi¢éo

da IL-2 e Interferon-y na leséo tecidual
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Fonte: Autora baseado nos estudos de Shatkin, 2017.

1.2 NANOTECNOLOGIA

Nanotecnologia € uma area multidisciplinar que reine um conjunto amplo e
diversificado de técnicas e equipamentos, sendo que as nanoparticulas estdo na
faixa de 1,0 nm a 100 nm, mas pode ser estendida em até 1000 nanémetros, por
meio da manipulacdo e incorporacdo de materiais com aplicacdes em diversos
setores econdmicos, tais como: medicina, energia, industrial, ciéncias, engenharia
eletrbnica, cosméticos e outras areas, possibilitando propriedades uUnicas em

nanoescala e desenvolve-se rapidamente em todas as direcdes (24).
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Uma das vantagens da utilizacéo de produtos nanotecnoldgicos € a economia
no desenvolvimento de novos compostos, que contribui para uma melhor

farmacoeconomia com o crescimento econémico mais verde e sustentavel (25).

Figura 5 — Escala nanométrica
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Fonte: Autora

Pesquisas relacionadas a saude trazem diversos avancos a nanociéncia e
nanotecnologia, objetivando o desenvolvimento de formulacdes nanotecnoldgicas
destinadas ao tratamento de doencas inflamatérias, céncer, cardiovasculares,
neurolégicas, sendo uma nova opcéao tecnoldgica com excelentes resultados na
eficacia terapéutica, possuindo diversas vantagens quando contrapostos com as
formas farmacéuticas convencionais (26).

O desenvolvimento de nanomateriais com alta especificidade, seja em
diagnodsticos ou terapias, deve levar em conta o tamanho, a forma, modificacéo,
composicéo, estabilidade, biodegradacgéo e biodispersédo — parametros que revelam
melhores fungbes e potencialidades, existindo diversos hanomateriais passiveis de
modificacbes como as nanoparticulas metélicas, magnéticas, poliméricas,
dendrimeros, nanoparticulas com materiais ceramicos, nanoparticulas de silica,
pontos quéanticos (quantum-dots), nanotubos e nanofibras de carbono e grafenos
27).
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A aplicacdo da nanotecnologia aos extratos vegetais podem potencializar a
acao dos extratos vegetais, promover a liberacdo sustentada dos constituintes
ativos, melhorar a atividade, reduzir a dose terapéutica e os efeitos colaterais,
através da entrega do constituinte ativo em uma concentragdo suficiente, durante
todo o periodo de tratamento e direciona-lo para o alvo desejado, porque esses
requisitos ndo sdo completamente obtidos pelos tratamentos convencionais (28).

Por meio da nanotecnologia, também €& possivel empregar sistemas de
liberacdo de farmacos, proteger os principios ativos sensiveis, bem como a area
sadia de tecidos, através do revestimento com materiais biodegradaveis (29).

Estratégias para o direcionamento do farmaco podem ser a partir de
modificacdes na superficie de nanoparticulas ou adi¢do de ligantes especificos com
afinidade para determinados receptores das células, no qual a captacao pelo figado,
baco ou medula Ossea fica reduzida e sua permanéncia na corrente sanguinea é
prolongada (30).

Os medicamentos fitoterdpicos tém sido usados em todo o mundo por
possuirem menos efeitos adversos em comparagdo com os alopaticos, sendo a
entrega desses farmacos probleméatica devido a fraca solubilidade, permeabilidade,
baixa biodisponibilidade, instabilidade no meio bioldgico e extenso metabolismo de
primeira passagem, sendo uma alternativa encapsulando-as com nanomateriais
compativeis para uma melhor entrega e liberacdo desses farmacos (31).

Extratos de plantas tém sido comumente usados para alimentos,
medicamentos, sintese de nanoparticulas e biossensores, ndo apenas por causa da
facil producéo e custo baixo comparado a outras biomoléculas (proteinas, enzimas,
peptideos, e DNA), mas também por fornecerem maior simplicidade, custo e de
forma ecologicamente correta, possibilitando a ampliacdo das suas aplicacbes
meédicas (32).

Desta forma, por meio da juncdo dos medicamentos fitoterdpicos e a
nanotecnologia é possivel obter uma melhor entrega do farmaco, com baixo custo e

reducédo de toxicidade ou reacdes adversas.

1.3 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS
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Pesquisas cientificas e recursos empregados S&80 necessarios para a
obtencdo de medicamentos mais seguros, e este caminho comeca no processo de

pesquisa pré-clinica com a caracterizacao fisico-quimica e biolégica(33).

O desenvolvimento de um novo medicamento, através de modelos
experimentais em células ou animais, para o tratamento de doencas, requer um
rastreamento experimental no qual, de cada 10.000 novos compostos, 250 chegam
aos testes experimentais pré-clinicos com animais e apenas 5 entram nas fases
clinicas (testes em humanos). Ao final, estima-se que apenas uma molécula chegue

ao mercado (34).

Os sistemas de administracdo de medicamentos podem ser projetados para
fornecer uma resposta farmacoldgica rapida para um paciente, devido maior
direcionamento do farmaco, sendo que os sistemas convencionais de entrega de
medicamentos, geralmente possuem periodos relativamente mais longos e muitos

efeitos adversos.

Na administracdo convencional de farmacos, a concentracdo da droga na
corrente sanguinea aumenta até atingir o nivel maximo de dissolucdo e entdo
decresce, sendo necessaria uma nova dose para manter os niveis de concentracao
terapéuticos, mas os sistemas de liberacdo controlada de farmacos tém ampla
vantagem, incluindo maior eficacia dado ao maior controle da liberacdo do principio

ativo ao longo do tempo e reducao da toxicidade (35, 36).

As vantagens da melhoria da entrega de coloides incluem: manutencao
continua dos niveis de farmaco em um tratamento terapeuticamente desejavel,
reducdo de efeitos colaterais prejudiciais devido a entrega direcionada a um tipo de
célula ou tecido particular; quantidade potencialmente reduzida de farmaco
necessaria e suas dosagens, levando a uma melhor adesao do paciente ao regime
prescrito e facilitagdo da administragdo de medicamentos para farmacos com meia-

vida curtas in vivo (37).

Modificacdo de superficie e funcionalizacdo de nanomateriais foram adotadas
amplamente na elaboracéo de sistemas de entrega de medicamentos inteligentes,

como testes realizados em pelicula fina de quitosana, os quais demonstraram que
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mudancas nos fatores como pH e de glutationa reduzida (GSH) alcancam uma

melhor liberac&o do farmaco (38).

O figado reconhece nanoparticulas, absorve por receptores especificos,
sendo nanoparticulas biodegradaveis, ndo citotoxicos sem acionar o sistema reticulo

endotelial (RES) e as respostas imunes durante a circulacdo sistémica (39).

AplicacGes préticas revelaram que nanoparticulas lipidicas tem um diametro
capaz de atravessar as fenestras (100-110 nm) no endotélio sinusoidal do figado,
entregues especificamente ao figado e resultam em uma reducéo significativa no
conteudo de colageno e em fatores pré-fibrogénicos, como TNF-a e TGF-B, IL-6 e
CTGF, com sintomas patofisioldgicos aprimorados em ratos modelo de fibrose
hepatica (40).

Particulas nanométricas podem ser sintetizadas a partir de uma infinidade de
materiais, como lipidios, polimeros, metais, silica, e silicio ou isolados a partir de
fontes biologicas (41, 42). NPs exibem propriedades Unicas que sao diferentes da
escala macro e molecular como o aumento da area superficial para aumento da
funcdo proteica e polimérica, que prolonga a circulacdo e confere habilidades de

direcionamento (43).

Além das propriedades do material, a forma e tamanho de nanoparticulas
podem conferir habilidades especificas de transporte no corpo, podem ser adaptadas
para melhorar as interacdes com microambientes teciduais que exibem
caracteristicas distintas, como componentes estruturais e biomoléculas.
Consequentemente, a entrega especifica de sitio de NPs é geralmente superior a de
moléculas pequenas (melhoria de 100 a 1000 vezes) (44).

Tradicionalmente, as abordagens de entrega de medicamentos de NP foram
divididas em estratégias de direcionamento ativo e passivo, sendo que o ativo
envolve a utilizacdo de moléculas de superficie das NPs que se ligam
preferencialmente ao tecido de interesse, enquanto o direcionamento passivo
envolve a exploracdo de propriedades fisicas, como formato e tamanho das NPs
(45).

A entrega das nanoparticulas tém que satisfazer varios requisitos para

aplicagfes clinicas, com objetivo de maior padronizacdo, aprovacdo e aceitagdo
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frente as legislacfes, dentre eles os materiais devem ser aprovados; 0S processos
reproduziveis e escalonaveis; materiais com boa caracterizacdo (distribuicdo de
tamanho e propriedades de superficie das nanoparticulas); quantidade do farmaco
nas nanoparticulas suficiente para garantir a chegada do composto e boa taxa de

encapsulamento frente aos estudos farmacoecondémicos (46, 47).

1.4 CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS

A incorporacdo de nanoparticulas em produtos comerciais, medicamentos e
processos industriais aumentou amplamente nos ultimos anos, 0 que levanta

preocupacdes sobre seu impacto ambiental e sua seguranca (48).

Os produtos naturais sdo econémicos, eficientes e as nanoparticulas podem
ser sintetizadas em grandes quantidades. A sintese de nanoparticulas é mais
benéfica em relacédo aos outros métodos biolégicos e podem ser dimensionados para
sintese em grande escala de nanoparticulas, ecologicamente correta, econémica e

em um processo de etapa Unica para uso terapéutico (49).

Para garantir sua eficacia e confiabilidade ao usuario final, os métodos
analiticos sdo comumente usados para medir nanoparticulas, fornecendo
informacdes, como as propriedades fisico-quimicas, no qual traz uma boa
reprodutibilidade das particulas e informacdes de como ir4 responder no momento

da sua utilizacéo final (50).

Para a escolha do melhor solvente para solubilizacéo do latex por exemplo,
verificou-se a caracteristica do pé do latex que apresenta uma composi¢cdo mais
lipofilica devido seus constituintes fitoquimicos através do coeficiente de particdo do

eufol, apresentando uma baixa polaridade do farmaco com log= 8,9 (51).

Dessa forma, os solventes mais lipofilicos para solubilizacédo do p6 do latex a
partir do coeficiente de particdo e com o objetivo de evaporacdo do solvente, que
foram testados em laboratorio e obteve uma boa dissolugéo do latex foram o metanol

(alcool) e diclorometano.
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A caracteristica dos nanomateriais, como tamanho, forma, distribuicdo de
tamanho, area de superficie, forma, solubilidade, agregacéo, entre outras, precisam
ser avaliadas antes de avaliar a toxicidade ou biocompatibilidade (52).
Nanocarreadores especificos podem ser obtidos ajustando o tamanho, morfologia, e

estrutura de poro, e mais importante, calibrando as propriedades eletrocinéticas.

Algumas técnicas analiticas sdo necessarias para confirmar as caracteristicas
das nanoparticulas, tais como espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel
(espectroscopia UV-Vis)(47, 53), espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)(54, 55), entre outras (56). Dessa forma, segue
algumas técnicas de caracterizacdo que foram utilizadas neste trabalho para a

caracterizacdo de nanoparticulas.

1.4.1 Espectroscopia de Uv-Vis

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica versatil, util, confiavel e poderosa para
o estudo Optico dos materiais e caracterizacdo primaria de nanomateriais
sintetizados, que pode ser usada para estudar a cinética de intumescimento e

desintegracéo de microgéis de polimeros (57).

Em uma medicéo espectroscopica UV-Vis, a absorcéo de luz em funcéo do
comprimento de onda fornece informacfes sobre as transi¢cdes eletrénicas que
ocorrem no material, verificando seu perfil de liberacéo e estabilidade, sendo eficaz
para verificar o intervalo 6ptico das nanoparticulas (58).

1.4.2 Carga superficial (potencial zeta)

O potencial zeta € o parametro usado para descrever a interacao superficie-

forca e o comportamento de estabilizacdo das particulas nas dispersdes, que
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dependem de muitos fatores, como a fonte de p0, a concentracdo de eletrdlito (forca
ibnica), a concentracdo e o tamanho das particulas, o pH da solucéo e o estado de
hidratac&o(59).

O potencial zeta pode ser obtido a partir da medicdo da mobilidade
eletroforética de nanomateriais que expressa 0 equilibrio eletroquimico entre
particulas e liquidos como em nanoparticulas, solu¢des coloidais com aplicagfes na
medicina, produtos farmacéuticos, produgcdo quimica, processamento de minerais,
purificacdo de agua e solo, pois ao desenvolver nanoformulacdes terapéuticas
relevantes bem definidas precisam de informacdes sobre o tamanho das NPs, carga

superficial, estabilidade e comportamento de aglomeracgao (60).

Uma superficie solida em um eletrélito desenvolve uma carga superficial
devido as reacdes de associacao / dissociacdo na superficie e a adsorcao de ions.
Esta carga superficial pode ser calculada analiticamente como uma fungédo da
concentracgdo iénica e do pH, descrevendo a camada dupla elétrica resultante com

Distribuicdo de Boltzmann (61).

1.4.3 Distribuicdo de tamanho

A nanotecnologia pode favorecer a aplicacdo e o desenvolvimento de
inovacodes tecnolégicas que contém particulas num estado desagregado ou na forma
de um aglomerado em cuja distribuicdo de tamanho seja maior que 50% e que
possua uma ou mais dimensdes externas na faixa de tamanhos entre 1,0 e 1000
nm, desde que apresentem propriedades fisicas e quimicas diferentes das

propriedades do mesmo material em escala macro (62).

s

A distribuicBo de tamanho das particulas € avaliada pelo método de
espalhamento dindmico de luz (DLS) (63). O DLS mede a funcdo de autocorrelacéo
das flutuagdes dependentes do tempo na luz espalhada por uma suspenséo de

nanoparticulas, que estdo associadas ao movimento browniano das particulas, no
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gual o diametro hidrodinamico das particulas € entdo calculado, através da equacéo

de Stokes-Einstein, que so é aplicavel para particulas esféricas (64).

Considerando as limitacdes das medi¢cdes de dimensionamento existentes e
os desafios impostos, tanto cientistas quanto reguladores encorajam a combinacéo
de multiplas abordagens ortogonais de alta resolucéo para lancar luz no espaco de
dimensionamento (por exemplo, espalhamento dinamico de luz, microscopia
eletrbnica, fracionamento de fluxo de campo acoplado a detectores de
dimensionamento online, técnicas centrifugas, analise de rastreamento de particulas
e deteccédo de pulso resistivo ajustavel), como diversos trabalhos seguem adotando
(65).

A geometria e as caracteristicas fisicas da superficie sdo importantes para a
compreensao das propriedades Unicas das nanoparticulas, outra caracteristica
relevante € o volume, que € influenciado ndo so6 pela superficie e tamanho, mas
também pela sua curvatura que afeta seu potencial quimico y, que € essencialmente
a forca motriz de uma substancia para reagir com outra, para mudancas de fase ou

para difuséo (66).

1.4.4 Secagem por aspersao (Spray dryer)

Diversas técnicas estdo sendo desenvolvidas para produzir nanoparticulas
com propriedades adequadas para fornecer uma melhor administracdo de
medicamentos. A secagem por aspersdo € um método bem estabelecido,
comumente utilizado no desenvolvimento de formulagbes, para produzir pds secos
a partir de uma amostra liquida. Nanoparticulas produzidas por secagem por
pulverizacdo passam por secagem gasosa a quente para remover a agua da

formulacdo, aumentando assim a estabilidade de longo prazo e a vida util (67).
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Figura 6 — Spray dryer marca Biichi modelo B-290

Fonte: Autora (2020) laboratoério da UnB

A formulacédo de micro e nanoparticulas por spray dryer confirma que os
agentes carreadores sao capazes de aprisionar o principio ativo em sua matriz,
atuando como um material de revestimento, capaz de isolar do ambiente
externo, no qualo mesmo devera ser essencialmente inerte a particula, com a
vantagem de produzir microparticulas em uma operacao relativamente simples

e de processamento continuo (68, 69).

Além disso, nos ultimos anos, a secagem por spray tem se mostrado um
método adequado para o preparo de proteinas com maior estabilidade fisico-quimica
do produto obtido e facilidade de sua derivacdo em outras formas farmacéuticas com
a liberacao por via pulmonar, via enteral e parenteral (70, 71). Essa técnica é
adequada para a engenharia precisa de particulas inalaveis, uma vez que, varios
parametros (fluxo de ar do bico, temperatura de entrada, contetdo sélido) podem ser
modificados durante o processo de producao, o que afetara, entre outros fatores, o
tamanho, a morfologia e o teor de agua das microparticulas. Ademais, outras
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técnicas como liofilizacdo por spray e fluidos supercriticos, também podem ser
utilizadas (72).

1.4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) € um
método ndo destrutivo para identificacdo de grupos funcionais e obtencdo de

informacdes sobre interacdes quimicas presentes em uma amostra (73).

Os instrumentos de FTIR se baseiam no interferdmetro de Michelson, que
utiliza a interferéncia entre dois feixes de infravermelho para produzir um sinal,
denominado interferograma, que € uma funcdo da mudanca no comprimento do
caminho entre os dois feixes; decomposto nas frequéncias que formam um sinal,

usando algoritmos de transformada de Fourier (74).

As informacdes obtidas a partir desta caracterizacdo sdo espectros de
transmitancia em funcédo do nimero de onda, de modo que a partir dos picos pelo
FTIR, pode-se verificar a ligacdo ou grupo funcional de nanoparticulas e/ou principio
ativo (75, 76).

1.5 POLIMEROS COMO VEICULOS NAS FORMULACOES

Polimeros biodegradaveis sdo amplamente usados para entrega de farmacos
com liberacéo controlada, porque eliminam a necessidade de remover sistemas de
entrega apds a administracdo, recentemente o desenvolvimento de misturas de
nanopolimeros tem recebido atencdo notavel devido as suas propriedades, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e o mais importante, liberacdo controlada e

sustentada de farmacos in vitro e in vivo (77).
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Nanoparticulas poliméricas séo estruturas solidas com um nucleo preenchido
com polimero, adequadas para cargas uteis de compostos insoluveis em agua e de
baixo peso molecular, como uma plataforma para distribuicdo controlada, continua,
mais estavel, tamanho uniforme e direcionada de farmacos (42, 78). A entrega
controlada do farmaco ocorre quando um polimero, seja natural ou sintético libera o
principio ativo de uma maneira pré-projetada (79).

O principio ativo € liberado da matriz do polimero por difusdo, degradacéo ou
erosao. Micro e nanoesferas fabricadas a partir de um polimero biodegradavel para
0s sistemas de entrega de farmacos tornaram-se cada vez mais importantes, devido
ao fato de que tais sistemas permitem que o principio ativo chegue no local desejado
(80).

Os polimeros podem ser naturais ou sintéticos, no qual os polimeros naturais
comumente conhecidos sdo amido, quitosana, celulose, glicogénio, entre outros.
Polietilenoglicol (PEG), poli-caprolactona (PCL), acido polilatico (PLA), poli- d, I-
lactido-co-glicolideo (PLGA), polivinilpirrolidona (PVP) sdo alguns dos polimeros
sintéticos e biodegradaveis conhecidos (81).

Os polimeros escolhidos para o desenvolvimento desta tese foram o PLGA

gue é um polimero sintético e a Quitosana que € um polimero natural.

1.5.1 PLGA

Acido poli (p,L-latico-e-glicélico) ou PLGA é um dos polimeros alifaticos
sintéticos de cadeia polimérica linear combinado de Acido poli-latico (PLA) e Acido
Glicdlico (PGA) apresentada na Figura 7, aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) com caracteristicas biodegradaveis, nao toxica e

biocompativeis (82).
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Figura 7 — Modelo esquematico de uma nanoparticula biodegradavel e a estrutura quimica do

PLGA
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Fonte: Autora

O PLGA ¢ tutilizado na forma de nano e microparticulas, pois possui a
capacidade de controlar a cinética de liberacdo do medicamento para atingir a
liberacdo sustentada do medicamento, uma vez que se degrada e o principio ativo é
liberado em intervalo de tempo que podem ser modulados de acordo com a
necessidade clinica (83).

O PLGA pode ser usado como veiculo para uma ampla gama de
medicamentos, como farmacos de moléculas pequenas, peptideos, proteinas,
antibidticos e anti-inflamatérios, sendo amplamente investigado para melhorar os
sistemas de distribuicao controlada, capacidade de processar em varias morfologias
(por exemplo, micro/nanoparticulas injetaveis) através do método de preparagao
6leo em agua ou emulsdo agua-6leo-agua na forma de escala micro ou nano (84,
85).

1.5.2 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo amino natural, derivado do processo de

desacetilagdo da quitina (Figura 8), o qual estd4 presente nos exoesqueletos dos
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insetos, crustaceos (caranguejo e camarédo) e parede celular de fungos; depois da

celulose é considerado o composto organico mais importante da natureza (86).

Figura 8 - Quitosana

OH i —OH i —OH
O —O0 —0 OH
OH O\ OH @) OH
HO NH, | NH, NH,

ES

Fonte: Autora

7

Este biopolimero é um produto natural, de baixo custo, renovavel e
biodegradavel e de grande importancia econdmica e ambiental. Soluivel em meio
acido diluido, formando um polimero catiénico, com a protonacdo do grupo amino
gerando o ion NHs*, que confere propriedades especiais diferenciadas em relacao,
por exemplo, as fibras vegetais (87).

No estado sélido, a quitosana € um polimero semicristalino, sua solubilizacéo
depende ndo s6 do tamanho e concentracao idnica, mas também da distribuicdo dos
grupos acetil ao longo da cadeia principal, além do peso molecular. A quitosana,
devido a D-glucosamina, é insolivel em meio neutro em solucdo aquosa, mas
guitosana na presenca de acido acético e acido cloridrico mostrou uma melhor
solubilidade em acidos diluidos (pH < 6,0 — 6,5) (88).

A gquitosana possui atividades antiacidas e anti-ulceras, no qual previne ou
minimiza alguns efeitos colaterais indesejaveis relacionados a administracdo de
medicamentos por via oral, adsorve grande quantidade de agua em meio acido, o
gue resulta em acentuado intumescimento e aumento de volume, levando a

formacgéao de hidrogel (89).
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A quitosana € o unico polimero catibnico solivel em agua comercialmente
disponivel, devido as cargas positivas em seus grupos amino, sendo apropriado para
uma ampla gama de aplicacdes em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos
como ativacdo da resposta imune, atividade de reducéo do colesterol, reducéo da
absorcdo de gordura, atividade anti-hipertensiva, inibicAo do crescimento de
microrganismos, alivio da dor, promocéo da hemostasia e crescimento de células

epidérmicas (90).

Este biopolimero catidnico pode interagir com moléculas anibnicas, como
glicosaminoglicanos (GAG) componentes fundamentais na matriz extracelular e
proteoglicanos. Muitas citocinas/fatores de crescimento estdo ligados ao GAG. Um
complexo de quitosana-GAG pode reter e concentrar essas substancias (91).

ModificacBes fisicas através da conversdo do pé de quitosana em gel ou
nanoparticulas pode aumentar sua porosidade, area superficial e locais de adsorcéo,
melhorar suas propriedades mecéanicas, expandir cadeias poliméricas de quitosana,
diminuir sua cristalinidade e aumentar suas propriedades de intumescimento e
difusdo. E as modificacdes quimicas pode aumentar sua flexibilidade e estabilidade

quimica e diminuir sua suscetibilidade em meio acido (92).

A quitosana tem sido amplamente utilizada na industria farmacéutica em
diferentes formas farmacéuticas, como comprimidos, microesferas, micelas, vacinas,
acidos nucleicos, hidrogéis, nanoparticulas e conjugados e podem ser utilizados por

via parenteral, oral, nasal, ocular e formas implantaveis (93).

A quitosana de alto peso molecular € mais viscosa e atrasa a liberacao do
principio ativo, prolonga a duragdo da atividade do medicamento, melhora a
eficiéncia terapéutica e reduz os efeitos colaterais dos comprimidos orais, que séo
preparados por complexagao entre a quitosana catibnica, com compostos aniénicos,

como tripolifosfato ou alginatos (94).

As diferentes respostas fisicas e quimicas e a potencializacdo das
propriedades que alguns materiais apresentam quando em escala nanométrica, sdo
as principais razoes pelo interesse no desenvolvimento e aplicacdo destes materiais,

com propriedades de maior acessibilidade e disponibilidade dos atomos superficiais,
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decorrentes da maior area superficial, para a participacdo em interacées com o0 meio
(95).

As micro e nanoparticulas de quitosana tém propriedades mucoadesivas,
aderem ao trato gastrointestinal por mais tempo, aumenta a biodisponibilidade,
capacidade de liberar moléculas bioativas por mais tempo com tamanho ultrafino. A
quitosana pode ser um veiculo de entrega oral, conhecido por ser biocompativel e
apresentar uma toxicidade muito baixa (96).

1.6 POTENCIAL ANTINOCICEPTIVO

A dor € uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
dano tecidual real ou potencial, sendo denominada aguda quando persistente com
dano inflamatorio do tecido e hiperalgesia (duragéo inferior a 30 dias) ou chamada
de dor crbénica sendo prolongada e considerada sem nenhum objetivo fisiol6gico
(duracédo superior a 30 dias), sendo contrastada como valor "patolégico" para dor

cronica e "fisiologico" para aguda (97).

Segundo dados publicados, cerca de 1,5 bilhdo de pessoas no mundo sofrem
de dores crbnicas, e estima-se que a prevaléncia oscile entre 11 e 40% da
populacdo, da qual até 10% relatam que a dor é grave; com uma série de
comorbidades que acabam afetando completamente a qualidade de vida, tornando-

se intrinsicamente um problema incapacitante (98).

Os mecanismos biologicos da dor podem ser classificados em trés classes:
nociceptiva, nociplastica e neuropatica(99). A dor nociceptiva é uma resposta de
evento agudo e transitorio, com 0 objetivo de manter a homeostase e evitar ou

reduzir os danos decorrentes de uma leséo tissular (100).

A dor nociplastica conhecida como “central” € definida como dor que surge da
nocicepcao alterada, apesar de néo ter evidéncias de dano tecidual real ou
ameacado, causando a ativagdo de nociceptores periféricos ou evidéncia de doenga

ou lesao do sistema somatossensorial que causa a dor (101).
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A dor neuropética é resultante de lesdes do sistema nervoso central ou
periférico que levam a um tipo especial de dor, na auséncia de nocicepcao, ndo tem
efeito “benéfico” e pode acarretar danos ao sistema somatosensorial, classificada de
acordo com sua causa intrinseca ou pelo local da lesdo nervosa em central ou

periférico (102).

O tratamento da dor cronica € baseado na administragdo de analgésicos orais
de acordo com sua poténcia: primeiro, analgésicos mais fracos sdo usados, e na
auséncia do efeito desejado, analgésicos mais fortes sdo recomendados(99). Os
analgésicos nao opidides usados para tratar o primeiro nivel de dor sdo comumente
paracetamol (4 - 6 vezes uma dose de 500 - 1000 mg por dia), naproxeno (2 vezes
por dia uma dose de 500 mg / dia ), diclofenaco (2 vezes 50-150 mg por dia) e

ibuprofeno (2—3 vezes 800 mg por dia) (103).

A dipirona é um dos analgésicos mais utilizados no Brasil, devido melhor
relacdo risco-beneficio, baixo custo e toxicidade em niveis aceitaveis. Entretanto,
devido as suspeitas de causar agranulocitose, foi retirado do mercado de mais de 30
paises, incluindo: Estados Unidos, Japao, Australia e grande parte da Unido
Europeia(104).

O tratamento do segundo nivel da dor sdo os opioides de baixa poténcia
juntamente com analgésicos nao opioides sdo recomendados para pacientes com
dor de 2° grau, que incluem dihidrocodeina (2-3 vezes 60-180 mg por dia), tramadol
(2-3 vezes 100-300 mg) e tilidina (2—3 vezes 100-200 mg por dia). Em caso de dor
crbnica muito grave, o nivel 3 que € a combinacdo de analgésicos ndo opioides e
opioides de alta poténcia, que incluem morfina (6 vezes 5-500 mg por dia),
hidromorfona (2-3 vezes 4-200 mg por dia), buprenorfina (3-4 vezes 0,2-1,2 mg por
dia), fentanil (0,6-12 mg por via transdérmica) e oxicodona (2-3 vezes 10—-400 mg
por dia) (103).

A inflamacéo é o maior componente de diversas condi¢cdes ligadas a dor, 0s
mediadores inflamatoérios sensibilizam as vias neurais, aumentando a percepc¢ao da
dor e se a dor adaptativa ndo for adequadamente tratada, ocorrem modificagbes a
nivel espinhal e supra espinhal que determinam a nomenclatura ndo-adaptativa.

Exemplos de dor ndo adaptativa incluem a dor neuropatica, quando ocorre uma
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injaria ao sistema nervoso, alteracdes no processamento e na percepcdo de um

estimulo néxico normal (101).

Os nociceptores musculares sao terminacées nervosas livres que estéo
conectadas ao sistema nervoso central (SNC) por fibras mielinizadas finas (grupo
[l), ou fibras ndo-mielinizadas (grupo 1V), de acordo com a nomenclatura numeral
romana por Lloyd (1943) (105).

A carragenina é um dos agentes que produz inflamacdo aguda e é
frequentemente utilizada em modelos de dor inflamatoria, induz sensibilizacao
envolvendo mediadores como citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e Oxido
nitrico (NO), entretanto o papel dessas citocinas na dor musculo-esquelético sdo

ainda pouco explorados (106).

Alguns modelos experimentais realizados em ratos e camundongos S&o
utilizados e considerados pela comunidade cientifica como eficientes para a
avaliacdo do potencial antinociceptivo, sendo os principais: Teste de formalina
(injetar uma substancia na pata traseira), Modelo das contor¢cbes abdominais
induzidas pela injecdo intraperitoneal de &cido acético (niumero de contragéo e
rotacdo do abdémen), Modelo da placa quente (patas sobre uma superficie aquecida
a mais de 50 °C), Teste de pressao crescente na pata de ratos (Von Frey eletronico)
e 0 Modelo do tail-flick (lapso de tempo entre a aplicacdo do estimulo térmico na

cauda e a retirada da fonte de calor) (107).

Os modelos animais devem ser capazes de prever os efeitos de novos
medicamentos em humanos, bem como a sensibilidade analgésica clinica, no qual
geralmente sdo roedores, mas espeécies alternativas tém sido buscadas e utilizadas
(108).

Apesar dos avancos substanciais nas pesquisas e no tratamento da dor, 0s
efeitos indesejados dos opioides e anti-inflamatorios nédo esteroides (AINES)
continuam sendo um desafio significativo para o tratamento da dor a longo prazo. Os
opioides causam dependéncia e tolerancia, enquanto os AINEs causam disturbios

gastrointestinais (109).

Os anti-inflamatorios ndo esterdides (AINEs), como cetoprofeno (Profenid),

diclofenaco (Voltaren), piroxicam (Feldene) e acido mefenamico (Ponstan), estédo
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entre os medicamentos mais comumente usados em todo o mundo para o tratamento
da dor e inflamacédo, como na artrite reumatoide e na osteoartrite. No entanto, apesar
dos AINEs apresentarem bons efeitos terapéuticos, podem causar toxicidade e
efeitos adversos em diversos casos, como problemas renais por causa de

sobredosagem aguda, inclusive na dose terapéutica (110).

A grande variedade de farmacos existentes, como o0s produtos naturais
derivados de plantas com compostos quimicos bioativos, representa uma alternativa
importante na busca de agentes terapéuticos. Os 0leos essenciais, extratos e seus
constituintes, apresentam diversas propriedades farmacologicas, dentre elas o

potencial efeito analgésico, que muitas vezes séo inexplorados (111).

Os compostos 4,4-dimetil fitoesterdis encontrados em plantas e 6leos
vegetais, atuam no sistema endocanabinoide, promovendo atividade anti-
inflamatéria contra a artrite e o edema, dentre eles o eufol, primeiro descoberto a
produzir efeitos benéficos neste sistema, presente na folha fresca da Euphorbia
tirucalli (112).

Estudos realizados com o eufol na inflamagdo de pele a partir de um
experimento com camundongos machos Swiss CD-1 administrados por via topica
2,5 yg de TPA na orelha direita e de uso tépico o eufol 50 e 100 pg por orelha,
reduzindo fatores que geram inflacdo como a mieloperoxidase (MPQO), COX-2, MIP-
2, CXCL1/KC e N-acetilglucosaminidase (NAG) (113).

O eufol no tratamento da colite a partir de camundongos machos Swiss CD-1
foram tratados com 3% de (Dextran sulfato de sédio) DSS ou TNBS (15 mg/mL e
100 pL), utilizando por via oral 3, 10 e 30 mg/kg de eufol obteve a reducédo dos fatores
inflamatérios CXCL1/KC, proteina-1 quimioatraente de mondcitos (MCP-1),
interleucina-1B (IL-1B), TNF-a , MIP-2, Interferon-gama (IFN-y), Interleucina 6 (IL-6)

e proteina quimiotatica de monadcitos-1 (MCP-1) (114).

Efeitos adversos expressivos apresentados pela maioria dos farmacos com
acdo analgésica disponiveis no mercado farmacéutico, surge o grande interesse dos
pesquisadores na descoberta de novos protétipos de farmacos provenientes de

plantas da flora brasileira e quando associado a nanotecnologia, pode reduzir os
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efeitos as e trazer uma melhor adesao ao tratamento, gerando uma melhor qualidade

de vida para o paciente(111).

Esta tese de doutorado foi dividida em dois capitulos dedicados aos polimeros
utilizados na producdo das nanoparticulas. O capitulo 1 trata dos processos
envolvendo o polimero sintético PLGA e o capitulo 2 trata dos processos envolvendo

o polimero natural quitosana.
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CAPITULO 1

Producdo e acdo antinociceptiva das nanoparticulas com latex de

avel6s contendo eufol produzidas com o polimero PLGA.

Contextualizacao desta etapa do trabalho:

O desenvolvimento experimental e caracterizagcdes das nanoparticulas de
PLGA com latex de avelos contendo eufol foi realizada no mestrado defendido em
2017. Apo6s este periodo, durante o doutoramento foi possivel realizar novas
particulas e avaliar os aspectos em meio biolégico, em um modelo animal in vivo da

acao antinoceptiva destas nanoparticulas.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Produzir nanoparticulas de PLGA e Quitosana com latex de avelés contendo
eufol e analisar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio em modelo animal em teste

in vivo.

2.2 ESPECIFICO (S)

*  Produzir um sistema de liberacdo com dimensfes nanométricas;
» Encapsular de forma eficiente o principio ativo selecionado;

« Caracterizar as nanoparticulas produzidas frente a técnicas: raio hidrodinamico,

potencial zeta, espectroscopia UV-Vis, perfil de liberacdo, modelo cinético e FTIR.

« Auvaliar o efeito do pH no mecanismo de velocidade de liberacdo do composto; e
determinar a cinética de liberacao in vitro do farmaco em diferentes meios;

* Produzir um sistema de liberacdo que ndo seja toxico na auséncia do principio

ativo;

* Analisar a acdo antinociceptiva in vivo do extrato do latex de aveldés contendo

eufol em sua forma livre e encapsulada em polimeros biodegradaveis (PLGA).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Equipamentos

e Agitador magnético, modelo IKA Magnetic Stirrers RH basic 2;

e Analgesimetro Digital ou Teste de von Frey eletrénico (Insight — Brasil)

e Balanca analitica marca Marte® modelo AY 220;

e Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco® modelos CFLV 09 e CFLV
12;

e Centrifuga de bancada para microtubos marca Eppendorf® modelo MiniSpin;

e Chapa de agitacdo e aquecimento marca Logen Scientific® modelo LS61- 220;

e Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA® modelos T25,
equipado com elementos de dispersdo S25N-25F ou S25N-18G;

e Dispersador de alto desempenho Ultraturrax, marca IKA® modelo T10
standard PCR kit, equipado com o elemento de dispersédo S10N-5G;

e Espectrofotbmetro de fluorescéncia marca Hitachi High-Technologies
Corporation® modelo F-7000.

e Espectrofotbmetro Infravermelho com transformada de Fourier marca
Shimadzu® modelo IRPrestige -21;

e Espectrofotbmetro UV-Vis marca Hitachi Hight-Technologies Coporation®,
modelo U-3900H;

e Estufa Incubadora de CO2 marca Thermo Scientific®, modelo 8000 WJ;

e Medidor de tamanho e potencial zeta, Zetasizer Nano ZS Series, marca
Malvem Instruments Limited®

e Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 pL, 20-200 ul e 100-
1000 pL, marca Kasvi®, modelo Ecopipette;

e Mini Spray dryer marca Buchi modelo B-290.

e Teste Plantar ou Teste de Hargreaves (Ugo Basile - Italia)
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3.1.2 Reagentes

Os materiais propostos e utilizados para o desenvolvimento desta etapa do
projeto foram utilizados sem prévia purificagdo, exceto quando indicados. Na
producdo, caracterizacdo e analises das nanoparticulas, foram utilizados os

seguintes reagentes:

e Acido cloridrico 32% P.A., HCI, MM 36,46 g/mol, teor entre 31 e 33%, 1,16
kg/L, marca Vetec Quimica Fina®;

e Acido poli (D,L-lactico-co-glicélico), PLGA, [C3HsO2][C2H202]y, proporcéo
50:50, MM entre 40.000-75.000 g/mol, grau de pureza acima de 99,9%,
marca Sigma-Aldrich®;

e Agua destilada e Agua ultrapura;

e Alcool etilico P.A. ACS, C2HsO, MM 46,07 g/mol, dosagem minima 95,0%;
densidade 0,81 g/mL, marca Vetec Quimica Fina®;

e Alcool Metilico P.A. 99,8% (Metanol) CH4O, peso molecular: 32.04 g/mol,
marca Vetec Quimica Fina® - Fr 1000 mL;

e Alcool polivinilico, PVA (Polyvinyl Alcohol), [-CH2CHOH-] n, MM entre
13.000-23.000 g/mol, hidrolisado entre 87-89,0%, marca Sigma-Aldrich®;

e Alginato de sodio (MM: 584,44 g/mol Merck);
e Cloreto de Amonio P.A.-A.C.S., 100% Peso Molecular: 53,49 — Synth;

e Cloreto de sddio P.A. A.C.S., NaCl, MM 58,44 g/mol, teor acima de 99,0%,

marca Vetec Quimica Fina®;
e Cloreto de potassio P.A.-A.C.S.— KCI Peso Molecular: 74,55-Synth;

e Diclorometano P.A., CH2Cl2, grau analitico de pureza, teor acima de 99,0%,

marca Dinamica®;

e Dimetilsulféxido P.A., DMSO, C2HesOS, 78,13 g/mol, grau biologico de pureza,
teor acima de 99,9%, marca Sigma-Aldrich®;
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Fosfato de potassio dibasico; ref 315.09, Vetec Quimica Fina®, Teor: min.
98,0% pH (Sol. 5% a25°C): 8,5 a 9,6 em frasco de 1000g;

Fosfato de sodio dibasico dihidratado P.A., NazHPO4.2H20, MM 177,99
g/mol, grau de pureza acima de 99,0%, marca Vetec Quimica Fina®,

Fosfato de sédio monobésico monohidratado P.A., NaH2PO4.H20, MM
137,99 g/mol, grau de pureza acima de 98,0%, marca Vetec Quimica Fina®;

Hidroxido de aménio PA (amoniaco) frasco 1000 mL, Concentracdo: 28 a

30%, marca Synth;

Hidréxido de Sodio Solugdo 50% NaOH, marca Synth;
Tampao acido cloridrico pH 2,0;

Tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,4;

Tampé&o cloreto de amoénio pH 8,5.

3.1.3 Material vegetal

O latex da Euphorbia tirucalli L. foi coletado ao longo de 2017 e 2018, no

jardim na cidade do Sol Nascente EQNP 8/12, Ceilandia Sul - Distrito Federal na

regiao centro-oeste do Brasil com latitude -15.837639, longitude -48.121269 a uma

altitude de 1170 m ao nivel do mar.

A coleta foi armazenada em cinco lotes e mantidos sob refrigeracao, de forma

a minimizar diferencas sazonais.

Para uma melhor quantificacdo e precisdo nos dados, o latex foi transformado

em po, coletado e separado em lotes. Coletou-se 20 mL do latex e solubilizou em 80

mL de solvente (sendo uma solucéo de metanol e agua 4:1), deixando agitar por 3

dias até obter o po, sendo o mesmo estocado na auséncia de luz e sob refrigeracao.
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Além disso, foi realizado o registro no Sistema Nacional do Patriménio
Genético e Gestdo do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) —A906C8F do

latex da E. tirucalli.

3.2 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PLGA

O método de evaporacdo do solvente foi a escolha para o preparo das
nanoparticulas vazias e nanoparticulas com latex de avelos contendo eufol (figura,
cuja etapas de desenvolvimento foram realizadas durante o mestrado para a
caracterizacdo. Nesta etapa, foram refeitas novas nanoparticulas seguindo a
metodologia descrita na dissertacdo. Brevemente, foram preparadas duas
formulagcBes com concentracdes de 1 e 5 mg de latex de avelés contendo eufol. No
preparo das nanoparticulas foram utilizadas duas solugfes, sendo a primeira solucéo
de alcool polivinilico 2%. A segunda solucéo foi preparada pela dissolucao de 0,059
de PLGA em 60 mL de diclorometano (CH2Cl2) e as quantidades de latex de avelds

contendo eufol descritas acima (115).

A solucao aquosa de PVA 2% foi colocada sobre agitacdo mecéanica com o
ultraturrax onde foi realizado o gotejamento gradativo com solu¢do organica de
PLGA+ latex de avelos contendo eufol. Em seguida, a solucao foi submetida a
agitacdo magnética durante 4 horas, para ocorrer a evaporacao do diclorometano. A
solucédo foi centrifugada por 5 min a 15000 rpm, posteriormente foi retirado o
sobrenadante, no qual contém o PVA e analisado em espectrofotometro para a

determinacao da porcentagem de latex de avelos contendo eufol encapsulado (116).

As particulas precipitadas foram lavadas duas vezes com agua, para remover
excesso de PVA, centrifugadas e congeladas com posterior liofilizagdo(117). As
micros e nanoparticulas produzidas, foram caracterizadas novamente de forma a
assegurarmos que possuem as mesmas caracteristicas das nanoparticulas obtidas
anteriormente no mestrado. Assim, ap0s essas caracterizagfes as nanoparticulas

foram preparadas para 0s ensaios in vivo.
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3.3 MODELO ANIMAL E PRINCIPIOS BIOETICOS

Neste estudo foram utilizados ratos machos da familia Muridae, linhagem
Wistar, divididos aleatoriamente em grupos. O planejamento estatistico foi realizado
com base na experiéncia prévia da colaboradora do projeto e no artigo da literatura
de Lee et al., (118), conforme prevé o item “5.2.6.2. Aspectos Especificos”, pagina
15 da “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos” do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (119).

Os animais sao provenientes do biotério da Universidade Catdlica de Brasilia
(UCB) mediante um laudo técnico atestando a qualidade sanitaria dos animais
(andlise bacterioldgica, bioquimica, hematologica e parasitolégica), que passaram
por um periodo de adaptacdo ao biotério da Faculdade de Medicina (FM — UnB)
antes de sua utilizacéo.

Os grupos de animais foram acondicionados em cabines no biotério, dentro
de gaiolas de plastico (41 x 34 x 16 cm) com 4 animais por gaiola e mantidos em
ambiente com controle de temperatura (20-25° C) e ciclos claro-escuro fixos de 12/12
horas.

Os animais receberam a dieta padrdo — DP (Nutriterra - NutricAo Animal e

Vegetal - Eireli — ME, Luziania- DF) na forma de pellet, e agua filtrada ad libitum.

Os animais ap0s o término dos procedimentos relativos aos experimentos
comportamentais foram eutanasiados. Os protocolos para uso de animais em
experimentacdo foram seguidos de acordo com as “Normas Eticas para
Investigagdes Envolvendo Dor Experimental em Animais Acordados” (120), com
“Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagcado de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos” e com as “Diretrizes da Pratica de Eutanasia” do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) (121) e somente foram realizados
apOs aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA), do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnB).

46



Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente
aprovados pelo Comité de Etica em pesquisa animal da UnB sob o nimero de
protocolo 58/2019. Todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o nimero e o

sofrimento dos animais utilizados.

3.4 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

A avaliacdo da dor ou nocicepcdo pode ser realizada por meio de testes
comportamentais envolvendo a quantificacdo da sensibilidade dolorosa dos
membros pélvicos (patas traseiras) dos ratos a estimulos mecéanicos e térmicos. Em
ambos os testes os animais foram acondicionados em caixas de acrilico e ndo sendo
manipulados durante os testes, tendo total liberdade de movimento. Os testes
consistem em expor os membros pélvicos dos animais a fontes de forga ou calor -
ambas de intensidade conhecida - para avaliagdo dos limiares nociceptivos
mecanico e térmico, respectivamente. Neste sentido, o limiar mecanico foi analisado
utilizando-se um Analgesimetro Digital ou Teste de von Frey eletrénico (Insight —
Brasil) e o limiar térmico utilizando-se o Teste Plantar ou Teste de Hargreaves (Ugo
Basile - Italia)(99).

O método de von Frey, comumente utilizado para avaliar o comportamento
nociceptivo, foi modificado para um método eletrbnico usado primeiramente em
humanos e posteriormente em ratos e em camundongos utilizando-se um

estesidbmetro eletrdnico (122).

O transdutor Estesidmetro plantar dindmico (Ugo Basile) de pressédo é
acoplado a um detector de forca digital que mede a forca aplicada em gramas (123).
Durante a realizacdo dos testes € mensurada a forca em gramas necessaria para
gue o animal retire a pata (teste mecanico) ou o tempo que o animal leva para retirar
a pata (membro pélvico) da fonte de calor necesséria para que seja desencadeada
uma reacgdo interpretada como dolorosa. Para o estimulo mecénico quanto menor a

forca para causar a retirada do membro pélvico, menor € o limiar doloroso. Para o
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estimulo térmico, quanto menor for o tempo que o animal tolerar o estimulo no

membro pélvico, menor é seu limiar doloroso.

E necessario enfatizar que em nenhum momento o animal € contido, e a
retirada do membro pélvico da fonte de forca ou calor é livre, portanto, assim que
detectada forca ou calor suficiente para causar nocicepcao espera-se gue 0s animais
retirem a pata; ao fazer isso se interrompe o0 processo imediatamente. Tanto a fonte
de forca quanto a forca de calor ndo tém potencial para causar lesao tecidual, apenas
estimular neurbnios sensoriais e desencadear resposta nociceptiva nos animais.
Abaixo se encontra Figura 9, referente ao aparato de von Frey Eletrénico, com

visualizacao da fonte de forga (124).

Figura 9 - Teste Von Frey

Fonte: Ugo Basile e DOL (124, 125)

Para o teste de Hargreaves o equipamento € semelhante, a principal diferenca
€ a fonte de calor por meio de infravermelho emitida pelo equipamento.

Antes de comecgar o experimento, os ratos foram colocados em gaiolas de
acrilico com pisos de grade de arame por 15-30 minutos, o que permitiu que os ratos
comecassem a adaptacdo ambiental.
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Os testes foram realizados em diferentes tempos apds os tratamentos e 0s
experimentos foram conduzidos de forma cega, ou seja, 0 experimentador ndo sabe

quais tratamentos os grupos receberam.

3.4.1 Analise estatistica

Os resultados séo expressos com médias feitas em 5 animais em cada grupo
e representam a intensidade da hipernocicepcao mecéanica. Comparacgdes entre trés
ou mais tratamentos foram feitos usando ANOVA de uma via com testes t post hoc
de Tukey (Prism 8.0, GraphPad, San Diego, EUA), em que, p <0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa sdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios in vivo com

as nanoparticulas de PLGA contendo latex de avelds contendo eufol.

4.1 TESTE IN VIVO

4.1.1 Teste mecanico nociceptivo

O teste Von Frey eletrbnico emprega uma Ponta Universal contendo um
filamento, que aplica presséo para cima na pata traseira do rato, para evocar um
reflexo de flexdo da pata traseira. Uma vez que a pata foi puxada para longe, o rato
imediatamente estremece. Por meio da remocao da pata, a forca registrada foi
exibida automaticamente(126). Os resultados sdo expressos como forca de
hipernocicepcdo (em gramas), que é determinada pela subtracdo da forca medida

apos o tratamento do valor basal (forca 0).

A inducao da hiperalgesia inflamatéria foi utilizado carragenina a 100ug/50uL
em ambas patas traseiras, hiperalgesia inflamatéria ocorrendo dentro de 6h, cujo

pico da dor ocorre na terceira hora (127).

A carragenina foi administrada localmente (pata traseira, intraplantar - i.pl.)
em um volume de 100 uL por pata. Nanoparticulas contendo eufol e apenas o latex
de avelds contendo eufol foram entregues por via oral (V.0.). Os efeitos de pré-
tratamento de nanoparticulas com eufol e apenas eufol (60 min antes) foram testados

contra sensibilizagdo mecanica induzida por carragenina.
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Figura 10 — Doses por via oral de agua, latex com eufol e nanoparticulas com eufol

100 pL
2 i)Solugéo salina
l ii) € iii) Carragenina (IPL)
, 3h
i) Agua (V. O))
ii) E-latex

iii) E-nanoparticulas

Menor inflamacao/

Hipernocicepcao da pata

0]

Maior inflamacao/

Hipernocicepcao da patd

(i e iii)

Fonte: Autora (2021)

As doses de eufol (3 e 30 mg / Kg), nanoparticulas com eufol (3, 30 e 100 mg

/ Kg) e carragenina (100 pg) foram derivados de estudos anteriores e experimentos

piloto(123). O latex de aveldés contendo eufol foi diluido em etanol e as

nanoparticulas contendo eufol foram diluidas em agua e carragenina (Sigma, EUA)

em solugéo salina, imediatamente antes do uso. O efeito de sensibilizagdo mecanica

da carragenina foi avaliado 3 horas apds sua administragédo (19, 128).

4.2 ENSAIO DE HIPERNOCICEPCAO IN VIVO DO LATEX COM EUFOL E
NANOPARTICULAS CONTENDO EUFOL
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Conforme descrito antes, o eufol isolado mostrou efeito antinociceptivo em
camundongos apos administracdo (14, 128, 129). O latex puro administrado por via
oral na concentracdo de 30 mg/Kg apresentou um excelente resultado, no qual néo
houve variagdo de hipernocicepcédo, comprovando o potencial antinociceptivo. O
latex puro na concentracdo de 100 mg/Kg levou os animais a oObito. O
encapsulamento do latex-eufol em nanoparticulas de PLGA visa preservar o efeito

antinociceptivo em comparacao com sua forma de latex-eufol livre.

O pré-tratamento com nanoparticulas contendo eufol (30 ou 100 mg / Kg) por
via oral (% + 11,150 1,622, n =5e % * 11,068 2,701, n = 5, respectivamente) ou
latex-eufol (30 mg / Kg) por via oral (% -0,178 1,513, n = 5) inibiu significativamente
a hipernocicepgédo mecanica induzida por carragenina. Foi a primeira vez que 0s
efeitos antinociceptivos para nanoparticulas com eufol foram descritos e de acordo
com os dados do controle do latex-eufol, bem como dados semelhantes ao da

pesquisa de Quintans(130).

A comparacao entre a intensidade dos efeitos do latex e das nanoparticulas
mostrou uma diferenca significativa, como vemos na figura 11. Uma vez
administrado, a liberacdo do medicamento € um parametro importante para saber
como o sistema mantera a concentracdo do composto nos tecidos alvos em um valor
desejado o maior tempo possivel, exercendo um controle sobre a taxa de liberacéo

do farmaco e sua duracéo.

52



Figura 11 - Comparacéo dos resultados da intensidade hipernociceptiva em gramas
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No teste in vivo observa uma grande antinocicepcdo com eufol nos ratos,

como também verificado nas sequéncias do trabalho de Dutra et al (17), no qual

houve uma maior eficicia na inibicdo da expressao de mediadores pro-inflamatoérios

in vitro e in vivo.

As propriedades farmacocinéticas, bem como farmacodinamicas conferidas

pela nanoencapsulacdo do latex-eufol pode ser explorada em estudos futuros. Os

dados demonstraram o efeito antinociceptivo para nanoparticulas contendo eufol,

sugerindo que a nanoencapulacdo do latex-eufol preservou as propriedades

desejadas.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram que as E-NPs foram preparadas com
sucesso usando o método de evaporacdo de solvente com uma eficiéncia de
encapsulamento de 75%. As caracteristicas fisico-quimicas deste sistema de
liberacdo como diametro hidrodinamico, potencial zeta e estabilidade fisica, bem
como a biocompatibilidade e biodegradabilidade do polimero indicaram que as E-
NPs sédo adequadas para administracao oral devido a biodegradacao versatil em pH

distinto.

Os ensaios em animais com E-NPs e E-latex inibiram significativamente a
hipernocicepcdo mecénica induzida pela carragenina, confirma que o processo de
nanoencapsulacao do latex de avelos protege ndo sé o principio ativo encapsulado,
como também o paciente, evitando os efeitos adversos e toxicos, levando o farmaco
ao local de acdo e com acdo antinociceptiva, com efetiva entrega do farmaco. Mais
estudos s@o necessarios para explorar o uso da nanotecnologia para o possivel

efeito antinociceptivo induzido pelo E-latex.

Os testes em animais com nanoparticulas e latex puro inibiram
significativamente a hipernocicep¢do mecanica induzida por carragenina, sugerindo
gue o processo de nanoencapsulacao do latex-eufol preservou as caracteristicas
desejadas. Estudos posteriores podem explorar o uso da nanotecnologia para o

possivel efeito antinociceptivo induzido pelo latex da E. tirucalli.
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CAPITULO 2

Producdo e caracterizacdo de nanoparticulas de quitosana contendo

latex da avelds contendo eufol produzidas por spray dryer.

Contextualizacdo desta etapa do trabalho:

O desenvolvimento experimental e caracterizagcdes das nanoparticulas de
quitosana foram durante o doutorado, no qual foi realizado toda caracterizacao fisico-
quimica e néo foi realizado os ensaios in vivo devido a pandemia de Covid-19.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 MATERIAIS

6.1.1 Equipamentos

e Agitador magnético, modelo IKA Magnetic Stirrers RH basic 2;

e Balanca analitica marca Marte® modelo AY 220;

e Capela de fluxo laminar unidirecional marca Veco® modelos CFLV 09 e CFLV
12;

e Chapa de agitacdo e aquecimento marca Logen Scientific® modelo LS61- 220;

e Espectrofotbmetro de fluorescéncia marca Hitachi High-Technologies
Corporation® modelo F-7000.

e Espectrofotbmetro Infravermelho com transformada de Fourier marca
Shimadzu® modelo IRPrestige -21;

e Espectrofotdmetro UV-Vis marca Hitachi Hight-Technologies Coporation®,
modelo U-3900H;

e Estufa Incubadora de CO2 marca Thermo Scientific®, modelo 8000 WJ;

e Medidor de tamanho e potencial zeta, Zetasizer Nano ZS Series, marca
Malvem Instruments Limited®

e Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 uL, 20-200 pl e 100-
1000 pL, marca Kasvi®, modelo Ecopipette;

e Mini Spray dryer marca Biichi modelo B-290.

6.1.2 Reagentes

Os materiais propostos e utilizados para o desenvolvimento deste projeto
foram utilizados sem prévia purificacdo, exceto quando indicados. Na producéo,
caracterizacdo e andlises das nanoparticulas, foram utilizados os seguintes
reagentes:
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e Acido cloridrico 32% P.A., HCI, MM 36,46 g/mol, teor entre 31 e 33%, 1,16
kg/L, marca Vetec Quimica Fina®;

e Agua destilada e Agua ultrapura;

e Alcool etilico P.A. ACS, C2HsO, MM 46,07 g/mol, dosagem minima 95,0%;
densidade 0,81 g/mL, marca Vetec Quimica Fina®;

e Alcool Metilico P.A. 99,8% (Metanol) CH4O, peso molecular: 32.04 g/mol,

marca Vetec Quimica Fina® - Fr 1000 mL;
¢ Alginato de sédio (MM: 584,44 g/mol Merck);
e Cloreto de Amobnio P.A.-A.C.S., 100% Peso Molecular: 53,49 — Synth;

e Cloreto de sodio P.A. A.C.S., NaCl, MM 58,44 g/mol, teor acima de 99,0%,

marca Vetec Quimica Fina®;
e Cloreto de potassio P.A.-A.C.S.— KCI Peso Molecular: 74,55-Synth;

e Diclorometano P.A., CH2Clz, grau analitico de pureza, teor acima de 99,0%,

marca Dinamica®:;

e Fosfato de potassio dibasico; ref 315.09, Vetec Quimica Fina®, Teor: min.
98,0% pH (Sol. 5% a25°C): 8,5 a 9,6 em frasco de 1000g;

e Fosfato de sdédio dibasico dihidratado P.A., Na2HPO4.2H20, MM 177,99

g/mol, grau de pureza acima de 99,0%, marca Vetec Quimica Fina®,

e Fosfato de s6dio monobasico monohidratado P.A., NaH2PO4.H20, MM

137,99 g/mol, grau de pureza acima de 98,0%, marca Vetec Quimica Fina®;

e Hidréxido de aménio PA (amoniaco) frasco 1000 mL, Concentracdo: 28 a

30%, marca Synth;
e Hidroxido de Sodio Solugdo 50% NaOH, marca Synth;
e Quitosana (Sigma Chem. Aldrich);
e Tampéao acido cloridrico pH 2,0;
e Tampao fosfato-salina (PBS) pH 7,4;
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e Tampéo cloreto de amonio pH 8,5.

6.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

O preparo das nanoparticulas iniciou-se com o preparo de uma solugdo de
quitosana com 4cido acético, na qual foi adicionada 500 mg de quitosana dissolvida
em 50 mL de agua ultrapura e 1,0 mL de acido acético a 1%, sob agitacdo com a
barra magnética até total dissolucéo, transparéncia e eliminacdo do odor do acido

aceético na solucéo.

No preparo de nanoparticulas de quitosana com o farmaco, foi seguido o
mesmo procedimento anteriormente apresentado com a adicdo de 250 mg do latex

de avelés contendo eufol em forma de p6, agitando até total solubilizacéo.

Apds o preparo das solugcdes (nanoparticulas de quitosana vazia e
nanoparticulas de quitosana com o farmaco) foram introduzidas no Mini Spray dryer
marca Bichi modelo B-290, com as seguintes especificagfes: temperatura de
entrada (Inlet) 110 ° C; temperatura de saida (Outlet) 63°C e vazédo de bombeamento
(Pump) 15 %.

A formacédo de goticulas a partir do bico atomizador, em meio de secagem
guente, gerou a evaporacao do solvente, difusdo do soluto, secagem e precipitacéo
em um coletor final, no qual foi armazenado em frasco ambar e em temperatura

ambiente. Procedimento no qual pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12 - Sintese de microparticulas de quitosana e Spray dryer

-
CHITOSAN

\ - 500 mg de qmtosana

50 mL de agua

250 mg po do latex ( 11 mL de &cido acaico

Fonte: Autora

6.2.1 Caracterizacéo para estabilidade fisica e quimica do sistema

nanoestruturado

6.2.1.1 Analise fisica - Espalhamento dinamico de luz

A técnica de Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS),
€ amplamente utilizada para a avaliacdo das dimensfes de particulas em suspenséo,

nas areas de pesquisa como na industria (131).

O DLS é bem estabelecido e facil de usar em amostras homogeneamente
dispersas, fornecendo informacdes sobre a distribuicdo de tamanho das dispersdes
de NP. A presenca de poucas particulas grandes, tais como agregados ou
aglomerados, pode, no entanto, dominar a intensidade do sinal luminoso disperso,

obscurecendo a presenca das particulas constituintes mais pequenas (132).
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As andlises das nanoparticulas de quitosana foram verificadas por
espalhamento dinamico de luz (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Reino
Unido), considerando a média de trés medic¢des; configurando no equipamento no
equilibrio igual a 0, a uma temperatura de 25 ° C, sendo diluido 100 vezes as
nanoparticulas (5 mg) em 25 mL de PBS inicialmente e inserida na cubeta para
analise a quantidade de 1000 pL, no angulo de espalhamento fixado em 173° e

aquisicdes automaticas (com relagdo ao nimero e ao tempo de aquisicéo).

A analise do indice de polidispersdo mostram nanoparticulas agregadas ou
dispersas, no qual valores proximos a 0 mais dispersas e proximos a 1 mais

agregadas.

6.2.1.2 Andlise fisica — Potencial Zeta

O potencial zeta € um termo cientifico para a eletrocinética em sistemas
coloidais, isto é, a funcdo da carga na dupla camada elétrica na superficie da
particula, de qualguer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicdo do meio que a circunda, possibilitando analisar a diferenca de potencial
entre 0 meio de dispersdo e a camada estacionaria de fluido ligado a particula
dispersa (133, 134).

O potencial zeta esta relacionado ao tamanho da particula, em que, uma
diminuicdo no tamanho desta, leva a uma area de superficie especifica maior e um
aumento do valor do potencial zeta absoluto, o que ajudara a particula a melhorar a

estabilidade do sistema e vice-versa (134).

Em mddulo, um valor de potencial zeta relativamente alto € importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica da suspensdo, uma vez que grandes forcas
repulsivas tendem a evitar agregacao, o qual indicam boa estabilidade coloidal de
disperséo acima de 30 mV ou acima de -30 mV (135).

As nanoparticulas de quitosana (5 mg) foram diluidas 40 vezes em PBS,

inseridas no equipamento (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, Reino Unido)
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modo Zeta, em uma temperatura de 25° C, realizadas em triplicata e analisadas as

cargas das nanoparticulas.

6.2.1.3 Andlise fisico-quimica - Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi definida como a razao, em porcentagem,
da quantidade de farmaco associada as nanoparticulas pela quantidade inicial de
farmaco utilizada para producéo das particulas, em triplicatas, e utilizando os valores

obtidos na seguinte equacéo (136):

Quantidade de Droga Nanoencapsulado

EE(%)=< >X100%

Quantidade inicial de Droga
6.2.1.4 Andlise - Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular (UV-Vis)

Com as cubetas limpas foi inserido o solvente, no qual foram avaliadas as
nanoparticulas para obtencéo da linha de base e em seguida posicionada a cubeta
com as amostras do latex de avelos contendo eufol em forma de p6 diluidas 100 X
com o solvente metanol e outra varredura com as nanoparticulas de quitosana
diluidas, verificando as medidas de absorbancia através do modo de varredura
dentro da faixa espectral de 200 a 800 nm, com velocidade de escaneamento de 240
nm/min(137).

Os dados obtidos foram tratados com o software UV Solutions 3.0® e

transferidos para o programa de construcéo grafica GraphPad Prism 7.0®.

6.2.1.5 Andlise fisico-quimica e espectroscopica - Perfil de liberacéo
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A liberacéo do farmaco é um importante meio de caracterizacdo de uma forma
farmacéutica (FF) no desenvolvimento galénico, identificacao de variaveis criticas na
formulagdo, controle de qualidade, assuntos regulamentares, estabelecimento de
correlacgdes in vitro/in vivo e sua resposta ho meio biolégico (138).

A difusdo € o movimento térmico de qualquer particula de um liquido, gas e
alguns sélidos a temperaturas acima do zero absoluto, explica o fluxo liquido de
matéria de maior para menor concentracao e pode ser discutida do ponto de vista
das leis de Fick, na presenca de um gradiente de concentragdo, ou do ponto de vista
fisico e atomistico considerando o movimento aleatério das particulas; como ocorre
em uma unica direcdo (unidimensional), como no caso do fluxo sanguineo por uma
artéria (139).

A determinacao do perfil de liberacéo (PL) foi realizada com as nanoparticulas
contendo o farmaco, utilizando-se a técnica de Espectrometria de Absorcéo
Molecular no Ultravioleta/Visivel. Desta forma, em um recipiente inseriu-se 10 mg de
nanoparticulas contendo o farmaco encapsulado e completou-se com 3 mL da

solugéo tampéao (pHs 2,0; 7,4 e 8,5) em temperatura de 36,5° C.

Os sobrenadantes foram transferidos para uma cubeta, apenas ho momento
da leitura. A avaliacdo foi realizada em espectrofotbmetro com a linha de base
pronta, no A = 238 nm, acrescentando uma barra magnética para agitar a solucéo
tampao com a insercao das nanoparticulas e depois foi acompanhada nos primeiros
10 minutos com pausas de 1 em 1 minuto, depois de 5 em 5 minutos até completar
1 hora, medidas de 10 em 10 minutos até completar 1 hora e depois pausas de 1 em

1 hora, avaliando a libera¢do durante 6 horas.

Os valores obtidos no estudo do perfil de liberagdo podem ser analisados
guantitativamente usando diferentes modelos matematicos, estas mudancas
gualitativas e quantitativas em uma formulacdo podem alterar a liberagcdo de
farmacos e desempenho in vivo, desenvolvendo ferramentas que facilitam o
desenvolvimento do produto, reduzindo a necessidade de estudos biologicos ou
contribuindo para um melhor entendimento da farmacocinética e farmacodinamica
(140).

6.2.1.6 Estudo da cinética de liberacao in vitro
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Novos materiais podem ser empregados para promover a liberagao gradual
de um farmaco veiculado em uma forma farmacéutica utilizando excipientes como
polimeros, com caracteristicas e propriedades especiais com a capacidade de
formacdo matrizes ou membranas microporosas/semipermeaveis, capacidade de
intumescimento (expansdo) frente a agua e capacidade de complexagdo com
farmacos (141).

Dentre os tipos de matrizes para revestimento podem ser divididas em
hidrofilicas como por exemplo a quitosana, goma xantana, hidroxietilcelulose e

hidrofébicas como cera de carnalba, cera de abelha, polietilenos, entre outros (142).

Os sistemas de matrizes hidrofilicas, no caso a quitosana, resultam da
interacdo complexa entre a dissolugdo, a difusdo e os mecanismos de erosédo, no
gual a 4gua presente no trato gastro intestinal penetra na superficie da FF, hidrata o
polimero, que intumesce e forma uma camada gelificada. O farmaco é liberado por
difusdo através dessas camadas gelificadas e/ou erosdo da matriz, expde a
superficie da FF novamente e o processo se repete (143).

O uso de modelos cinéticos € util na elucidacdo de mecanismos de liberacéo,
a partir dos parametros obtidos em um modelo cinéticos, ha uma melhor comparacéo
dos diferentes sistemas de entrega de farmacos, bem como correlacionar com dados
do perfil de liberacéo (144).

A qualidade geral do ajustamento do modelo de regressdo é medida pelo
coeficiente de determinagdo ou R? (Eqg. 1), no qual indica que a proporcdo da
variacdo da variavel dependente ou regressa, € explicada pela variavel explanatéria
ou regressor, sendo o valor de Rz entre 0 e 1, quanto mais proximo de 1, melhor o
ajuste (145).

N2 0y - R SRy |2

R=
[N. 23 - (ZRyx)7] . [N 2N, y3-(2R,

Yi)z] (Eq. 1)
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Onde:

y, = valor observado

I = ponto de dados

N = numero de pontos de dados

O desvio da raiz do erro quadratico médio, Root-mean square error ou RMSE
(Eq. 2) € uma medida utilizada frequentemente das diferencas entre os valores
(amostra ou populacao valores) previstos por um modelo, para examinar qual dos
conjuntos de previsfes fornece a melhor precisédo; o analista pode usar critérios com

base em algumas fun¢Bes de perda média ou mediana dos erros de previsao (146).

N _0)2
RMSE= /2—i=*gi P’ (Eq.2)

Para comparar os modelos cinéticos que mais se enquadram em cada perfil
de liberacao, foi feita uma anélise do maior R2 e do menor RMSE através do software
KinetDS 3°, sendo testados em todas os pHs com as nanoparticulas em todos os
seguintes modelos matematicos: Ordem zero, Ordem 1, Ordem 2, Ordem 3,
Korsmeyer-Peppas, y=a*In(x)+b, Weibull, Weibull with lag time, Hixson-Crowell,
Hickson-Crowell with lag time, Higuchi, Baker-Lonsdale e Korsmeyer-Peppas com
lag.

Os modelos cinéticos que foram usados na interpretacdo dos dados de
liberacdo do medicamento, a partir do software e sdo apresentados na Tabela 2 com
as equacdes dos modelos cinéticos, realizados a partir dos resultados obtidos no

perfil de liberagéo.

Tabela 2 - Modelos cinéticos usados para analise em geral de liberagédo de farmacos em materiais

nanoestruturados e suas equacdes

Modelo Equacéo
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Ordem zero Q=kxt+ Q
Ordem 1 Q:Qoek x t
1
Ordem 2 =k Xt —
rdem 3 a
1
Ordem 3 — =k x t+—
Q Qo
Korsmeyer-Peppas Q=k x t?
Probabilidade Log y=a*In(x)+b y=a x In(x)+b
i I RO
Weibull m=1-exp -
“(t-Tyoq)°
Weibull com tempo log m=1-exp ( alog) ]
1 1
Q3=k xt+QJ

Hixson-Crowell

1

. 1 =
Hixson-Crowell com tempo log Q5=k X (t-Tjpg) + Q3

Higuchi Q=k x +/t

Baker-Lonsdale g><[1 -(1-Q)*°]-Q=k x t

Korsmeyer-Peppas com tempo log Q=k x (t-T log)?

Q - quantidade (%) de substancia liberada no momento t
Qo - valor inicial de Q

t - tempo
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k - constante de taxa

n - expoente de liberacéo

m - quantidade de medicamento liberado; Q = 100% * m
a - constante de tempo

b - pardmetro de forma

T log — Tempo de atraso

6.2.1.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho das nanoparticulas de quitosana contendo o
po do latex e do po do latex, foram obtidos utilizando-se um espectrofotémetro FTIR
(Fourier Transform Infrared), modelo IR Prestige 21 da marca Shimadzu®, para
verificagdo da presenga de grupos funcionais. Para leitura das amostras foram
preparadas 04 pastilhas de brometo de potassio (KBr) com massa média de 130 mg,
sendo uma pastilha para verificacdo dos espectros do latex com 100 mg de KBr e 30
mg do farmaco, uma pastilha de 100 mg de KBr e 30 mg das nanoparticulas de
quitosana com o farmaco, 100 mg de KBr e 30 mg das nanoparticulas de quitosana
e 100 mg de KBr para realizar o espectro do branco.

Os dados foram analisados e aperfeicoados utilizando o programa Graph Pad
Prism 7 e Microsoft Excel® 2013. Os gréficos do FTIR foram tratados inicialmente
pelo software Shimadzu® IR solution 1.50, 2008. Os gréaficos e ajustes estatisticos
dos dados do espalhamento dindmico de luz e potencial zeta foram obtidos a partir

do Zetasizer software 7.03 Malvern instruments® 2002-2013.

As estruturas quimicas foram criadas a partir do software ACD/ChemSketch®
2010, versdo 12.01 e as ilustragdes criadas a partir do software Paint 3D da Microsoft
Corporation. O gerenciamento e formatacdo das referéncias foi utilizado o software
EndNote x9.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A coleta para obtencéo do latex de avelos contendo eufol ocorreu ao longo de
2018 e 2020, principalmente no verao, a partir de uma arvore, com proximidade nas
datas das coletas para obtencdo de lotes mais uniformes e confiaveis, sendo
armazenados sob refrigeracdo, para prevenir a perda dos seus compostos.

Em seguida para conseguir concentracdes precisas da quantidade que seria
utilizada do latex em cada etapa dos testes de caracterizacdo das nanoparticulas,
foi necessaria a transformacdo do latex, sob estado liquido, em estado sélido,

contribuindo inclusive no armazenamento e conservacdo do mesmo.

A identificacdo das caracteristicas do latex obtido pela E. tirucalli como seus
constituintes fitoquimicos e pelo coeficiente de particdo mais lipofilica, log = 8,9, é
importante para analisar o resultado do material usado na sintese das nanoparticulas
(147), neste caso a unido da quitosana frente ao p6 obtido do latex e sua

conformacéo.

As vantagens na sintese de nanoparticulas de quitosana pelo método de
spray dryer, onde pode-se atingir faixas de tamanho, entre 100 nm e 350 nm com
uso de materiais para revestimento das nanoparticulas como gomas, amidos e
maltodextrinas e obtencdo de emulsbes estaveis, com alta eficiéncia de
encapsulacdo, no qual a sintese dessas nanoparticulas conseguiram chegar em
boas condicdes (148, 149).

Antes de encapsular o farmaco com quitosana foi realizada a curva de

calibracéo para confirmar o grau da correlacdo entre as concentracdes do farmaco.

7.1 CURVA DE CALIBRACAO

A curva analitica foi preparada em 15 pontos nas seguintes concentragdes do
po do latex (1, 2, 5, 8, 10,15, 20, 30, 50, 70, 100, 120, 150, 170 e 200 mg), sendo
gue cada concentracéo foi solubilizada em 10 mL de metanol.

Os valores de absorbancia foram determinados por espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 250 nm em todas as solu¢des, medidas em cubetas de
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guartzo com percurso optico de 1,0 cm e tendo como “branco” o metanol. Os
resultados obtidos na Figura 13 correspondem as medidas das 15 concentracoes.
Os espectros foram utilizados para a construgcédo da equacgao da reta, resultando na

curva de regresséo linear (Figura 14).

Figura 13 - Espectros de absorcédo UV-Vis da solucao metandlica do p6 do latex em faixa de

concentracao (1,0 mg - 200mg)
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A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracao
de um analito em uma amostra, dentro de um intervalo definido com no minimo 5
concentragdes diferentes (150).

A absorbancia das amostras foi avaliada em 250 nm e calculou-se a média
para cada concentracdo. A partir dos valores obtidos, construiu-se a curva analitica

de absorbancia em fungéo da concentragéo (Figura 14).
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Figura 14 - Curva analitica da absorbancia em funcéo da concentracdo de p6 do latex
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A partir da curva analitica obteve-se a equacao da regresséo linear (y = ax +b)
da curva analitica. Com os resultados obtidos das medidas espectrofotométricas, a
equacdo da curva de calibracdo foi determinada em: y = 2,9 x10-3 - 0,05956, R? =
0,9747. Dessa forma, o qual o R2 com valores acima de 0,95 e mais proximo de 1,
demonstram uma maior confiabilidade nos dados obtidos, resultando em um
coeficiente de determinacgéo de 0,9747, representando uma forte correlacéo entre as
concentragdes (151).

7.2 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A eficiéncia de encapsulacéo (EE%) representa a porcentagem de farmaco
que foi incorporado pelo sistema em relagéo a quantidade adicionada (152). Quanto

maior a EE%, mais eficiente o processo de nanoencapsulagéo (153).
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Para a realizacdo da nanoencapsulacéo, promove-se a solubilizacdo do acido
acético, o farmaco e agua ultrapura a quitosana, por ser um composto natural,
atoxico e biocompativel, sendo um bom encapsulante com potenciais
plastificantes(154). Aplica-se para a formacgéo das nanoparticulas a técnica do spray-
drying, com os beneficios de preservacdo do farmaco e economia para obtencéo das

nanoparticulas (155).

A concentragdo da solugdo de quitosana possui grande influéncia na
eficiéncia do processo, pois a sua reducdo afeta a condicdo de reatividade
dependendo da sua utilizacdo final (156). Dessa forma, foram realizadas analises
em 3 concentracdes diferentes (5 mg, 10 mg e 20 mg) das nanoparticulas de
quitosana contendo latex de eufol, baseado em Santos, 2013 (157), as quais foram
diluidas em 2 mL de 4gua destilada e apds 24 horas foram realizadas as medidas no

espectrofotdmetro.

Com base nos dados obtidos pela espectroscopia e nos dados da curva de
calibracéo, o valor de absorcéo para o calculo é referente ao comprimento de onda
de 238 nm nas trés concentracdes (Figura 15), devido a maior absor¢cdo neste
comprimento de onda, sendo que na concentracdo de 5 mg tem uma absorcao de
0,0671, em 10 mg possui uma absorcéo de 0,0672 e em 20 mg possui uma absorcéo
de 0,0976.
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Figura 15 - Eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas contendo 5 mg, 10 mg e 20 mg do

farmaco
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Por meio da insercao da absorbancia correspondente a concentracéo de 5 mg
de nanoparticulas de quitosana com eufol na equacdo da curva de calibracao, para
guantificar a concentracdo do farmaco que foi encapsulada, foi constatado que
99,49% do farmaco foi encapsulado. Ja nas concentracdes de 10 mg e 20 mg, foram
obtidos 99,78% e 99,83% do farmaco encapsulado, respectivamente, sendo que em

todas as concentracdes apresentaram um excelente resultado.

Tabela 3 — Eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas com eufol em 5 mg, 10 mg e 20 mg

Eficiéncia de encapsulamento

Nanoparticulas de 5 mg 99,49% do farmaco foi encapsulado
Nanoparticulas de 10 mg 99,78% do farmaco foi encapsulado
Nanoparticulas de 20 mg 99,83% do farmaco foi encapsulado

A eficiéncia de encapsulamento obtido neste estudo foi de 99% nas trés
concentragbes do farmaco estudadas (5, 10 e 20 mg), resultados que estdo de
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acordo com Hellen (158) e Liang (159), os quais obtiveram 90% e 80 % de eficiéncia
de encapsulamento, respectivamente. Contudo, resultados divergentes foram
observados em outros estudos, tais como por Kumar (160) e Collado (161), nos quais
obtiveram 26 % e 46,8 % de eficiéncia de encapsulamento, respectivamente. Tais
resultados se deram provavelmente pela obtencdo de microparticulas e néo

nanoparticulas, e também por utilizar quitosana com outros materiais.

7.3 ANALISE DE TAMANHO, POTENCIAL ZETA E DISPERSAO DE TAMANHO
FORMA E MORFOLOGIA DAS PARTICULAS

Analises do tamanho, potencial zeta e o indice de polidispersdo foram
realizadas nas nanoparticulas vazia e nas nanoparticulas com farmaco, todas para

as nanoparticulas em meio aquoso e realizadas a 25 °C.

7.3.1 Andlise de tamanho (diametro das particulas)

O controle do tamanho e da distribuicdo hidrodinAmico das particulas séo
importantes, pois esses parametros interferem na reprodutibilidade da liberacdo do
farmaco, na absorc¢éo e, consequentemente, na biodisponibilidade (162).

A média da distribuicdo do tamanho das nanoparticulas de quitosana vazia
(figura 16), medida em triplicata, apresentou um tamanho de 329 nm com o Iindice

de Polidisperséao de 0,22.
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Figura 16 - Tamanho das nanoparticulas de quitosana vazia
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Fonte: Autora pelo software do equipamento Nanozetasizer

O tamanho médio da distribuicdo das nanoparticulas de quitosana com o
farmaco (figura 17), realizado em triplicata, apresentou 611,1 nm com o indice de
Polidisperséo de 0,146.

Figura 17 — Tamanho das nanoparticulas de quitosana com o farmaco
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Ao verificar o tamanho das nanoparticulas, constatou-se um aumento no
tamanho das mesmas, com o0 acréscimo do farmaco, apresentando os seguintes
didametros: nanoparticulas vazias e nanoparticulas com o farmaco, 329 nm e 611.1
nm, respectivamente. Resultados apresentados foram equivalentes aos observados
em estudos realizados por Liu(163) e Wang(164) os quais obtiveram tamanhos

préximos a 300 nm.

7.3.2 Andlise do potencial zeta

A avaliacdo do potencial zeta foi realizada com o objetivo de compreender o
comportamento das nanoparticulas, que compde o sistema, comportamento que
pode estar diretamente relacionado ao intumescimento do polimero, a propriedade
mucoadesiva e consequentemente ao processo de liberagdo do farmaco.

O potencial zeta verificado com as nanoparticulas vazias de quitosana
realizado em triplicata obteve uma média de 10,7 mV, como observamos na figura
18.

Figura 18 — Potencial zeta das nanoparticulas de quitosana vazia
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O potencial zeta verificado das nanoparticulas de quitosana com latex de
avelds contendo eufol, realizado em triplicata obteve uma média de 2,23 mV, como

verificado na figura 19 abaixo:

Figura 19 — Potencial zeta das nanoparticulas de quitosana com o farmaco
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No potencial zeta constataram resultados com cargas positivas, em que a
guitosana vazia apresentou 10,7 mV e a quitosana com latex de avelds contendo
eufol apresentou 2,23 mV. Devido a presenca de aminas primarias de quitosana na
superficie das nanoparticulas (catidnica), possuem afinidade com qualquer carga
superficial negativa, com caracteristicas de aglomeracdo e menos estabilidade do
gue o esperado. Cabe ressaltar que a estabilidade neste tipo de analise é avaliada

apos a adicao de tampao as particulas o que difere de estabilidade de estocagem a

seco (165).

7.3.3 Comparacgao dos tamanhos das nanoparticulas, Pdl e do potencial

zeta
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Na tabela 4 mostra a comparacao dos resultados das médias do tamanho das

nanoparticulas, do indice de polidispersao e potencial zeta das nanopatrticulas.

Tabela 4 - Comparacédo das médias de tamanho, indice de polidisperséo e potencial zeta das

nanoparticulas

Média do Tamanho, Potencial Zeta e PDI das Nanoparticulas

Nanoparticulas Size Pdl Zeta

Quitosana vazia 329+ 1 nm 0,222 107 mV

Quitosana com latex da

) 611 +1nm 0,146 2+23mV
avelds contendo eufol

7.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Os espectros de absor¢céo molecular na regido do infravermelho foram obtidos
no espectrofotdmetro do tipo FTIR como descrito no item 1.4.5. Foram analisadas
amostras do po do latex, das nanoparticulas de quitosana vazia e das nanoparticulas
de quitosana com o farmaco. Os principais picos identificados nos espectros das
amostras foram listados na tabela 5 juntamente com suas interacées moleculares e
todos o0s espectros de FTIR apresentados foram coletados no modo de

transmitancia, que esta apos os espectros apresentados de cada analise.
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Figura 20 — Espectro do FTIR latex em p6 contendo eufol em KBr
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O p6 do latex na figura 20 acima, possui uma banda larga na faixa de 2937 +
150 cmt até 3500 cm™, caracteristico a ligacdo C-H (hidrocarbonetos) e hidroxilas
na molécula, apresenta estiramento préoximo a 1618 cm relacionado a presenca de

ligacbes duplas e/ou anéis aromaticos.

Nos espectros na regido do infravermelho do p6 obtido do latex da planta
Euphorbia tirucalli, apresentaram varias ligacées como uma banda larga na faixa de

2937 cmt até 3500 cm* caracteristico de C-H (hidrocarbonetos).

Uma banda forte na regido préximo de 1618 cm ! de caracteristica alifatica
saturada e com ligacdes simples entre carbono de forma ciclica. Os espectros do
latex de avelos contendo eufol apresentaram-se equivalentes aos observados no
trabalho de Lunardi (166), em que também apresentou hidrocarbonetos e

caracteristicas alifaticas na mesma faixa do nimero de onda.

A banda de 1421 cm ! aparece bandas de deformacédo angular, caracteristica
de CH, adjacente a carbonila, S=O (sulféxido) em 1041 cm e anel aromético em
700 cm?,

O espectro da figura 21 apresenta uma banda larga e forte devido ao
alongamento axial de O-H por volta de 3000 e 3500 cm, pico em 3080 cm™ é
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atribuido ao estiramento antissimétrico do grupo =CH,. Uma absor¢do acima de
3000 cmindica a presenc¢a de uma instauracéo (dupla ou tripla ligacdo ou um anel
aromatico).

Figura 21 — Espectro do FTIR das nanoparticulas de quitosana vazia em KBr
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Estiramento C-O em 1251 cm™! com média intensidade e 03 estiramentos em
1394 e 1247 cm caracteristicas de alcool ou éter e 1560 cm™? de amina
(caracteristica da quitosana). HA absorcéo de dois picos entre 1820 a 1630 cm
indicando carbonilas.

E possivel perceber bandas tipicas de aminas, situadas em 1.641 cm™ e 3402
cm?, além da banda 1074 cm (vibracdo do esqueleto envolvendo C-O) séo

caracteristicas da estrutura do sacarideo.

Os espectros obtidos pelo FTIR relacionado a nanoparticulas de quitosana,
estao similares aos trabalhos de Corazzari et al. (167) e Branca et al. (168), no qual

exibem bandas largas e fortes devido ao alongamento axial de O-H e N-H
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centralizado em 3440 cm- ! e préximo a 1580 cm- ! atribuivel a deformacéo angular
das ligacdes N-H dos grupos amino e absorcao de dois picos entre 1820 a 1630 cm-

lindicando carbonilas.

No espectro da figura 22 das nanoparticulas de quitosana contendo o p6 do
latex, hA um aumento da banda na regido de 3.500 - 2.800 cm™, essa regido é
associada as vibracdes de deformacgédo axial nos atomos de hidrogénio ligados a
carbono, oxigénio e nitrogénio (C-H, O-H e N-H) reduzindo a separagao da banda se

comparado ao espectro do po do latex.

Figura 22 — Espectro do FTIR das nanoparticulas de quitosana contendo o pé do latex em KBr
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O espectro em 1.566 cm™ apresenta banda fraca de deformacdo angular é
usada para caracterizar aminas e amidas secundarias, caracteristica da quitosana.
Em 1409 cm também possui CH, adjacente a carbonila e grupo C=0 de anidridos

em 1802 cm, possivelmente relacionado a desidratagéo de algum &cido.
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No espectro de FTIR das nanoparticulas de quitosana com o latex da avelos
contendo eufol, observa o aumento da banda e seu estiramento préximo a regido de
3000 cm?, associada as vibracdes de deformacéo axial nos &tomos de hidrogénio
ligados a carbono, oxigénio e nitrogénio e se comparada com 0 espectro das

nanoparticulas de quitosana vazia, desaparece o pico em 1242 cm™.

Abaixo segue os 03 espectros em apenas um grafico, para uma melhor
comparacao entre os mesmos (figura 23).

Figura 23 — Espectro FTIR do p6 do latex contendo eufol, da nanoparticula de quitosana vazia e da

nananoparticula de quitosana contendo eufol em KBr
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Para verificar o comprimento de onda no FTIR e seus respectivos grupos
funcionais em cada uma das amostras de nanoparticulas com farmaco,
nanoparticulas vazias e apenas o farmaco, a tabela 5 mostra os grupos funcionais

presentes em cada uma das amostras.
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Tabela 5 — Principais bandas de absorcéo no FTIR dos espectros das nanoparticulas e do p6 do

latex
Comprimento de Grupo funcional NPs com
1 NPs z
onda (cm™) . Farmaco a
vazia ,
farmaco
3.600 - 3.200 O-H X X X
= 3400 NH X X
= 3.300 C-H X X
=1.600 C=C de aromaticos X
=~ 1.566 NH,
X X
=1.420 CH, adjacente a X
carbonila
=1250 ¢o X
C-O de ésteres, éter e
1050 - 1300 AlCool X
1.060 - 1.040 S=0 (sulféxido) X
700 Anel aroméatico X

7.5 ESPECTROS DE ABSORCAO NO UV-VIS DE SOLUCAO TAMPAO DO PO
CONTENDO EUFOL EM DIFERENTES pHs

Inicialmente foram preparados tampdes de pH 1 a 10, para comparacao do
po obtido pelo latex da E. tirucalli em diferentes pHs. Também foi preparada uma
solucao estoque com 5 mg do p6 do latex em 2 mL de metanol, sendo utilizados 100

pL desta solugéo estoque solubilizados em 1900 pL com cada um dos 10 pHSs.
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Com a utilizacdo do espectrofotbmetro UV- Vis, marca Hitachi Hight-
Technologies Corporation®, modelo U-3900H, foram obtidos os espectros em cada
pH (figura 24), logo apds o preparo e a verificacdo dos comprimentos de onda que
obtiveram uma maior absorbancia e a formag&o de novas bandas de absor¢do no

espectro.

Figura 24 - Espectros de absorcao UV-Vis da solugéo tampéo do p6 (5mg) em diferentes pHs
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Apods a obtencéo dos espectros de cada um dos pHs avaliados, foi construido
um gréafico de absorbancia, no ponto maximo de absor¢do em cada pH versus pH.
Este grafico observado na figura 25, foi construido para avaliar se ao mudar o pH do
meio, o perfil espectral do latex seria deslocado. A importancia deste deslocamento,
poderia indicar a faixa de comprimento de onda maximo a ser usado nas medidas

do perfil de liberacéo.

82



Figura 25 — Avaliacdo do deslocamento do comprimento de onda maximo do latex de eufol em

diferentes pHs
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Pode-se observar que o espectro de absorcao do p6 do latex da E. tirucalli,
em todos os 10 pHs, apresentam-se aproximadamente na faixa de 200 a 220 nm, no
gual se verifica que a mudanca de pH no meio, promoveu um pequeno deslocamento
do valor maximo em alguns pontos. Nas analises de perfil de liberacdo, foram
escolhidos os pHs 2, 7,4 e 8,5, cujos valores de comprimento de onda sdo os
mesmos e também devido a uma comparacao respectivamente com o pH gastrico
(acido), pH sanguineo (neutro) e pH intestinal (basico), para simular a possivel

resposta das nanoparticulas dentro do corpo humano.

A resposta do latex de avelés contendo eufol frente as mudancas de
concentracdes hidrogenionicas no meio, ao utilizar solugées tampéo (pH= 1 - 10),
mostrou bons resultados, pois néo foi observado nos espectros de absor¢céo no UV-
Vis da solugéo de latex um grande deslocamento no pico méaximo significativo, entre
os diferentes pHs, em patrticular nas solugbes tampdes de pH 2, 7,4 e 8,5, estando
todos préximos a faixa de 200 a 220 nm, no qual indica um controle de como o
conjunto de compostos organicos, inorganicos presentes no latex se comportam

frente a mudanca do meio.
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7.6 PERFIL DE LIBERACAO

O perfil de liberacéo foi realizado com 10 mg de nanoparticulas de quitosana
com farmaco em trés pHs diferentes: pH 2 (acido); pH 7,4 (pH fisiolégico normal); e
pH 8,5 (basico) utilizando 3 mL de cada pH, sob agitacéo no Fluorimetro e analisando
no UV-Vis.

No Uv-Vis a analise do espectro do latex da E. tirucalli em forma de pé
apresentou um pico no comprimento de onda de 245 nm. As amostras foram diluidas
na hora da medida, com linha de base feita, para receber as amostras, objetivando
uma maior confiabilidade nos resultados.

Os espectros das figuras 26 e 27 correspondem ao pH 2, as figuras 28 e 29

ao pH 7,4 e as figuras 30 e 31 ao pH 8,5, como demonstrado a seguir:

Figura 26 - Espectros no Uv-Vis das nanoparticulas de quitosana como farmaco no pH 2 por 6
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Figura 27 - Picos encontrados na emissao de fluorescéncia das nanoparticulas de quitosana com o

farmaco no pH 2 por 6 horas
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Figura 28 - Espectros no Uv-Vis das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 7,4 por 6
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Figura 29 - Picos encontrados na emissao de fluorescéncia das nanoparticulas de quitosana com o

farmaco no pH 7,4 por 6 horas
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Figura 30 - Espectros no Uv-Vis das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 8,5 por 6

horas
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Figura 31 - Picos encontrados na emissao de fluorescéncia das nanoparticulas de quitosana com o

farmaco no pH 8,5 por 6 horas
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Para a realizacdo do teste de perfil de liberagcdo foram utilizados os pHs 2
(acido), 7,4 (normal sanguineo) e 8,5 (basico) (169), que sao ideais para o teste e
gue estdo com absorbancia em 245 nm, obtendo um padrdo de absorbancia frente

do latex da avelés com eufol em diferentes pHs.

O perfil de liberacdo no pH &cido e pH 7,4 ocorreu a liberacdo do farmaco de
maneira lenta e continua, em ambiente acido, no qual geralmente a alta taxa de
liberacdo resulta em mais inchaco e difusdo do principio ativo, sendo encontrado a
mesma caracteristica como Elbialy (170) e Qin (171). Os graficos de acordo com o
tempo, obteve-se uma liberacdo lenta e gradual, o que é um esperado nos sistemas

de liberagdo de farmacos a partir de nanoparticulas.

No pH 8,5 ocorre uma liberacdo gradual das nanoparticulas, sendo que a
partir de 2 horas ocorre um maior pico de liberacdo do farmaco, decrescendo apos

3 horas, retardando uma liberacao brusca inicial do farmaco.

Para uma melhor analise e verificacdo das caracteristicas de liberacdo do

farmaco, os perfis de liberagdo em espectroscopia de Uv-Vis foram realizados
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conversbes das absorbancias em porcentagem, obtendo maior precisdo para

comparacao dos dados, no qual € apresentado no préximo tépico do estudo cinético.

7.7 ESTUDO DA CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO

As nanoparticulas de quitosana com latex de avelds contendo eufol no pH 2,
pH 7,4 e pH 8,5 apresentaram uma maior absorbancia no comprimento de onda de
245 nm.

A partir desse comprimento de onda foram analisados e transformados em
porcentagem de liberacdo do farmaco ao longo do tempo, sendo comparados com
modelos matematicos usados para descrever os perfis de dissolucdo existentes e
identificando qual modelo melhor se enquadra em cada um dos perfis de liberacéo,
através do software GraphPad Prisma®.

O perfil de liberagéo do latex de eufol em pH = 2,0 corresponde a equacéo de
Dose-resposta bifasica. Esta equacdo é utilizada quando os valores X sao
concentracfes, doses ou tempo, trata-se de um desvio comum da forma sigmoide

monotonica padrdo € a forma sigmdide bifasica, dada pela equacéo:
Y = Bottom + Sectionl + Section2
Span = Top - Bottom
Sectionl = SpanxFrac/(1+(EC50_1/X)"nH1)

Section2 = Spanx(1-Frac)/(1+(EC50_2/X)"*nH2)

Onde: Top e Bottom sao os platds nas extremidades esquerda e direita da curva,
nas mesmas unidades que Y. EC50 1 e EC50 2 sao os tempos que produzem
efeitos de estimulagéo e inibicdo semi-maxima nas mesmas unidades que X. nH1 e
nH2 séo os fatores de inclinacdo sem unidades ou declives de Hill, os quais devem
ser restritos entre 1,0 (estimulacdo) e -1 (inibicdo). Frac é a propor¢cédo da resposta

maxima, devido a fase mais potente.
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t t

As formas farmacéuticas de dosagem nesses perfis liberam a mesma
guantidade de medicamento por unidade de tempo e é o método ideal de liberagcéo
de farmacos para alcancar uma acao prolongada farmacolégica (172).

Figura 32 - Perfil de libera¢do das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 2
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No pH 2,0 a cinética de liberacdo do latex de eufol a partir da matriz de
quitosana (figura 33) obedece a uma cinética de degradacdo de pseudo segunda

ordem dada pela equacao presente na figura 32, onde séo plotados os valores da
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relacdo do tempo pela quantidade de composto liberado (t/Qt) em funcéo da relacéo

entre tempo e a quantidade do latex no equilibrio (t/Qe).

Figura 33 - Cinética da liberacéo do latex de eufol pH 2

0.08
Y =0,6654*X +0,01953
| #=0.9982
0.06
G 0.04-
0.02-
0.00 Y T ¥ T 2 T T T 4 T T T x
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

t(h)/Qe

No perfil de liberacdo de pH 7,4 correspondente a figura 34, dos modelos
matematicos que melhor corresponde é RMSE = 1,05 e R2 = 0,8688. No qual
observa que apds 2 horas ocorreu uma alta liberacdo do farmaco, depois uma
continua e lenta liberacéo. Se comparado ao grafico de pH 2, a liberacdo do farmaco

em pH 7,4 liberou uma maior porcentagem do farmaco em menos tempo.

O perfil de Liberacao do latex de eufol em pH = 7,4 cujo modelo de equacéo

matematica é bifasico:

Y = Bottom + Sectionl + Section2

Frac T Bottom) (1 —=Frac)
0] - ottom
EC50_1\"! P Ecso_z)””2

X X

y = Bottom + | (Top — Bottom) X

1+( 1+
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Figura 34 - Perfil de liberacdo das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 7,4
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Em pH 7,4 a cinética de liberacdo do latex da avelos contendo eufol a partir
da matriz de quitosana obedece a uma cinética de degradacao de pseudo primeira
ordem nas duas primeiras horas, ja no intervalo subsequente entre duas e seis horas
€ observado um perfil cinético de segunda ordem, como pode ser observado através

da Figura 35.
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Figura 35 - Cinética da liberacao do latex de eufol pH 7,4
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No perfil de liberacéo de pH 8,5 (figura 36), corresponde ao RMSE = 1,92%% e
R2 =0,7481. A liberacdo do farmaco em sua totalidade iniciou-se em 2 horas e meia
e continua até 3 horas, sendo que decresce apos esse tempo. O processo de
liberacdo constante de um unico farmaco por dispositivo de entrega, como
comprimidos osmaticos orais, sistemas transdérmicos, comprimidos de matriz com
medicamentos de baixa solubilidade e outras formas € o objetivo com a utilizacdo da
nanotecnologia (173).

A equacdo Dose-Resposta Bell-shaped também esta relacionado ao perfil
de liberacdo no pH 8,5. Alguns medicamentos podem causar uma resposta inibitéria
em baixas concentracbes, e uma resposta estimulante em altas concentragdes, ou

vice-versa. O resultado liquido é uma curva dose-resposta em forma de seno.

O modelo aqui explicado € a soma de duas ou mais curvas de dose-resposta,

uma que estimula e outra que inibe.

Y= Dip + Sectionl + Section2
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span 1 span 2

1+(%)7ﬂ1 %soz)nHz

= Di
yEreE 1+

. Plateau 1 — Dip Plateau 2 — Dip
y=Dlp+ nH1 + x )nHZ

1+ (Hsot) o

1+

Onde: Plateau 1 e Plateau 2 sdo segmentos planos nas extremidades esquerda e
direita da curva, nas mesmas unidades de Y. Dip é o nivel do segmento plano no
meio da curva, nas mesmas unidades de Y. EC50_1 e EC50_2 sdo os tempos em
gue os efeitos de estimulacdo e inibicdo semi-maxima ocorrem nas mesmas
unidades de X. O nH1 e nH2 s&o os fatores de inclinagcdo sem unidades ou declives
de Hill, onde se deve considerar a restricdo destes entre 1,0 (estimulacdo) e -1

(inibicéo).

Substituindo os valores experimentais na equacao temos:

—79,99 — 79,57 166,3 — 79,57
y =7957 + 2 435y 6840 + t 1616
1+ (=52 1+ (3932)
—159,56 86,33
y =7957 + 2 435y 6840 + t 1616
1+ (=) 1+ (3932)

Esta entrega ideal é importante em certas classes de medicamentos
destinados, por exemplo, para administracdo de antibioticos, coracdo e pressao

arterial manutencéo, controle da dor e antidepressivos.
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Figura 36 - Perfil de liberacdo das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 8,5
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No pH 8,5 a cinética de liberacdo € complexa, sendo necessario Varios
modelos matematicos para a sua descricdo. Na Figura 37, é mostrado o perfil de

liberacao e as regides do gréafico que foram tratadas.
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Figura 37 — Perfil de liberacdo das nanoparticulas de quitosana com farmaco no pH 8,5
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No intervalo de tempo de 0,0 a 0,7 horas, ndo ocorre a liberacdo do latex de
eufol. No intervalo subsequente entre 0,7 e 1,2 horas a liberacdo apresenta um perfil

cinético de ordem zero, com uma constante de velocidade de 5,42x10! h-1, conforme
mostrado na Figura 38.
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Figura 38 - Cinética no tempo da liberacdo 0,7 a 1,2 horas do latex de eufol pH 8,5
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No intervalo entre 1,2 e 2,6 horas a cinética de liberacdo assume um perfil de

pseudo primeira ordem, com uma constante de velocidade de 5,6x10! hl, como

mostrado na Figura 39.
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Figura 39 - Cinética no tempo 1,2 a 2,6 horas da liberacdo do latex de eufol pH 8,5
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No intervalo de 2,6 até 6,0 horas as propriedades do polimero se alteram
novamente, resultando em comportamento que se ajusta a um modelo cinético de
ordem zero, com uma constante de velocidade de 3,5x10* h, como é mostrado na

Figura 40.
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Figura 40 - Cinética no tempo 2,6 a 6 horas da liberacéo do latex de eufol pH 8,5

1001 " se o 0% %ot oy ..-..-..-'.l‘. '-.0 LT T eet

954
90+
85+
80

75
Y = 0.3547*X + 98.05
R2 =0,9181
TO v 1 v 1 L 1 . 1 L ] T 1 T ] T 1 T
2.0 25 3.0 35 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5

t (h)

As nanoparticulas de quitosana com eufol nos diferentes pHs apresentaram

100 % do farmaco liberado.

No pH 2 apresentou uma liberacao lenta e gradual de 100 % em 6 horas de
analise. No pH 7,4 também apresentou liberacdo continua e lenta com maior
intensidade em 2 horas e liberacdo de 100% em 6 horas. No pH 8,5 também
apresentou caracteristicas liberacdo de 100 % do farmaco antes das 6 horas, em

torno de 2 horas e meia com maior liberagdo do farmaco.

Para obter uma liberacdo no pH 8,5 mais prolongada, pode revestir as
nanoparticulas de quitosana com polimeros gastroresistentes, como ftalato de
hidroxipropilmetilcelulose (FHPMC), acetoftalato de celulose (ACT) e Eudragit L100,

para liberacdo do farmaco no duodeno.
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Tabela 6 - Comparacéo do perfil de liberacdo das nanoparticulas em diferentes pHs

Nanoparticulas Tempo de liberacdo 100 % do farmaco
Nanoparticulas pH 2 6 horas
Nanoparticulas pH 7,4 6 horas
Nanoparticulas pH 8,5 2 horas e meia

De acordo com Zare (174) e outros trabalhos, as propriedades mucoadesivas
da quitosana aumentam o tempo de contato de um medicamento com o local de
absorcao, levando ao aumento da absorcao, caracteristico da interacédo entre a carga
positiva da quitosana e a carga negativa da mucina no intestino (caracteristica de pH
basico), além da quitosana ter a possibilidade de afetar as juncdes estreitas e induzir
sua abertura temporéria, o que ajuda a aumentar a permeacdo de medicamentos

pelo epitélio intestinal.
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8. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo revelaram que as nanoparticulas com eufol foram
preparadas com sucesso usando tanto o método spray dryer e uma excelente
eficiéncia de encapsulagéo, equivalente a 99 %. As caracteristicas fisico-quimicas
deste sistema de liberacdo, como diametro médio, potencial zeta e alta estabilidade
fisica de até 37 -C, bem como a biocompatibilidade e a biodegradabilidade do
polimero indica que as nanoparticulas sdo adequadas para entrega por via oral,

obtendo assim um excelente liberacdo e entrega do farmaco.

Os resultados do FTIR, perfil de liberacdo e estudo cinético comprovaram
excelentes condicbes da sintese das nanoparticulas e liberacdo do eufol, no qual
pode sugerir estudos com diversas aplicacfes a partir do latex.

Dessa maneira, para uma melhor compreenséao, analise e viabilidade do novo
farmaco composto de nanoparticulas a partir de quitosana com o latex contendo
eufol se comportara dentro do corpo humano; ensaios in vivo sdo sugeridos para
obtencao de novos dados e também comparacdo com as nanoparticulas a partir do
PLGA.
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10. ANEXOS

10.1 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
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Abstract

The encapsulation of drugs in micro and nanocarriers has helped to resolve mechanisms of
cellular resistance and decrease drug side effects as well. In this study, poly(D, L-actide-co-
glycolide) (FLGA) was usedto encapsulate the Euphol active substance-containing latex
from Euphorbia firucalll (E-latex). The nanoparicles (NP) were prepared using the solvent
evaporation method and the physical and chemical properties were evaluated using spec-
trophotometnic technigues. FTIR was used to prove the formation of the ester bond between
the E-latex and PLGA-MNP. The UV-Vis spectroscopic technique was usedto show that
more than 75% of the latex was encapsulated; the same technique was usedto determine
thi release profile of the compound at different pH values, as well as determining the speed
withwhich the process occurs through kinetic models, and it was observed that the best
adjustments oocurred for the Kosmeyer-Peppas model and the Higuchi model. The DLS
technique was used to determine the diameter of the paricles produced as well as their zeta
potential (ZP). The sizes of the particles varied from 497 to 764 nm, and it was observed
that the increase in E-latex concentration causes a reduction inthe diameter of the NP and
an increase in the ZP (-1.44 to -22.7 mV), due to more functional groups from latex film
being adsorbed to the NPs surfaces. The thermogravimetric experiments exhibitthe glass
transition temperatures (Tg) that is appropriate for the use of formulated NPs as a stable
drug delivery device before use. The in vivo activity of E-NPs (30 and 100 mg/Kg'p.o.) was
tested against carrageenan-induced mechanical hypernociception. The data demonstrated
a significantly antinociceptive effect for E-NPs, suggestingthat E-latex nanoencapsulation
presenved its desired properties.

Introduction

Several uses of Euphorbia latex (E-latex) include as an antitumor [1], immunod ulator [2], anti-
microbial [3], antitumoral [4], as well as molluscic activity [5] and a potential source of biofuel
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