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RESUMO

Os medicamentos anti-inflamatorios sdo amplamente utilizados no Brasil, principalmente na
forma de comprimidos e cépsulas via oral. O uso irracional dessa classe terapéutica pode
provocar danos a saude por seus diversos efeitos colaterais e ainda ser prejudicial ao meio
ambiente. A nanotecnologia ¢ uma tecnologia inovadora que pode possibilitar na criagdo de
formulagdes com caracteristicas peculiares, como, menores concentracdes de ativo, menores
eventos adversos, dando origem a suspensdes mais seguras, levando maiores beneficios a satide
dos. Visto isso, essa pesquisa desenvolveu diferentes formula¢do nanoestruturadas contendo
Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea (TPPU), e outros bioativos com
caracteristicas anti-inflamatodrias, associada a um biopolimero naturais e avaliou sua eficiéncia
de encapsulagdo e estabilidade, para possiveis aplicacdes clinicas futuras. Os resultados obtidos
evidenciam que as nanoformulacdes desenvolvidas a base de Zeina (ZN) contendo TPPU, e ZN
contendo TPPU + Cinamaldeido, e também as ¢ PLGA contendo TPPU, e as revestidas com
quitosana (CS), apresentaram Otima eficiéncia de encapsulamento (de 86 a 90%) e boas
caracteristicas coloidais, estabilidade em fun¢do do tempo e um perfil de liberacdo sustentada,
o que pode promover uma maior atividade biologica e seguranca do ativo TPPU.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Oleos essenciais. Zeina. Inflamacio;



ABSTRACT

Anti-inflammatory drugs are widely used in Brazil, mainly in the form of oral tablets and
capsules. The irrational use of this therapeutic class can cause damage to health due to its
various side effects and be harmful to the environment. Nanotechnology is an innovative
technology that can enable the creation of formulations with peculiar characteristics, such as
lower active concentrations, lower adverse events, giving rise to safer suspensions, bringing
greater benefits to the health of. Given this, this research developed different nanostructured
formulations containing Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea (TPPU),
and other bioactives with anti-inflammatory characteristics, associated with a natural
biopolymer and evaluated its encapsulation efficiency and stability , for possible future clinical
applications. The results show that the nanoformulations developed based on Zein (ZN)
containing TPPU, and ZN containing TPPU + Cinnamaldehyde, and also those and PLGA
containing TPPU, and those coated with chitosan (CS), showed excellent encapsulation
efficiency (from 86 to 90%) and good colloidal characteristics, stability over time and a
sustained release profile, which can promote greater biological activity and safety of the TPPU
active.

Keywords: Nanotechnology. Essential oils, .Zein. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Os medicamentos sdo fundamentais para melhoria e manutencdo da saude dos
individuos, podem ser utilizados para diagnostico, cura, tratamento ou prevencao de doengas
(VIEIRA, 2007). Dentre as classes de farmacos mais consumidas mundialmente, estdo os
analgésicos, anti-inflamatorios, antibioticos, psicotropicos, reguladores lipidicos, anti-
hipertensivos, contraceptivos hormonais, meios de contraste de raios-x, entre outros

respectivamente (JIANG; ZHOU; SARMA, 2013).

No Brasil, os anti-inflamatorios, estdo entre os mais prescritos por médicos e dentistas,
consequentemente sdo os mais consumidos (KRAMER et al., 2015). Esses medicamentos sao
utilizados para tratamento de dores associadas a inflamacdes, e em caos especificos, como: pos-
operatorio, edemas, distirbios musculoesqueléticos, entre outras alteragdes que afetam o estado

de saude de um organismo. (PINHEIRO e WANNMAACHER, 2019).

Contudo, o uso de anti-inflamatérios ao longo prazo pode ocasionar desconfortos, e
levar a eventos adversos, dentre os mais relatados sdo alteragdes no aparelho gastrointestinal, e
comumente sintomas como, sdo dor abdominal, azia, dispepsia, meteorismo e diarreia

(OLIVEIRA et al., 2019).

Outra preocupagdo constante, € a contaminag@o dos sistemas aquaticos, ndo so por causa
do uso indiscriminado de farmacos, mas também em por ser um produto que passa por descarte
inapropriado (KUMMERER, 2010). Além disso, as estruturas quimicas dos medicamentos
tendem a ser persistentes no ambiente (KASPRZYK-HORDERN, 2010). Esses podem ser
rapidamente transformados, permanecer em sua forma inalterada ou ainda ser conjugados a
outras moléculas polares, resultando em efeitos negativos (BISOGNIN; WOLFF; CASSIMIRI,
2018).

Devido o amplo uso e procura de substancias para sanar patologias, como inflamacgdes,
pesquisadores buscam novas tecnologias para sintetizar substancias com menos efeitos
adversos (BARRETO et al., 2017). A nanotecnologia ¢ um campo de aplicagdo cientifico
multidisciplinar consideravelmente vasto (FIGUEIRA, COIMBRA e VEIGA, 2014). Com uso
da nanotecnologia, associada a adi¢do de produtos naturais em sua composi¢do, como por
exemplo biopolimeros como a zeina e ativos como 06leos essenciais, podem ser uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de Formulagdes nanoestruturadas com caracteristicas anti-

inflamatorias (BEZERRA et al., 2022). Ademais, sua utilizagdo, pode ser uma alternativa para
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sintese de substincias, com caracteristicas especificas, sendo assim o uso de nanoparticulas
lipidicas solidas, nanoemulsdes, nanocapsulas e de nanocompdsitos sdo cada vez mais

explorados como tecnologia inovadora (ROSSI e BERGMANN, 2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia dos farmacos na medicina

Farmacos, sdo substincias importantes para a satide em diversos aspectos, 0s quais
podem ser indicados em diferentes situagdes, como por exemplo tratamento de patologias,
sintomas, preparo de exames ou profilaxia (MELO et al., 2006). A Farmacopeia Brasileira
define como farmaco toda ‘“substancia ou combinagdo das mesmas, de origem natural ou
sintética, mineral, bioldgica ou de sintese, que tenham propriedade propriedades medicinais ou
farmacologicas, para uso em seres humanos ou animais, destinada a prevenc¢ao, diagnoéstico,
cura, alivio de sintomas, tratamento de doencas ou para fins de modificacdo de atividades

fisiologica (BRASIL, 2010)

A industria farmacéutica ao longo dos anos vem desenvolvendo e aperfeicoando novas
técnicas para a producdo de medicamentos, as quais buscam farmacos seguros, promova maior
beneficio a saude, € a0 mesmo tempo tenham menor nimero de eventos adversos (inocuidade)
(SAHU et., 2021). Outra peculiaridade de interesse farmacéutico, ¢ a criagdo de formulagdes
que tenham em sua composi¢ao compostos de origem natural, isso se deu, devido a esses ativos
naturais poder potencializar o efeito terapéutico, quando incorporados em doses adequadas as
formulacdes, e diminuir os eventos adversos, em diversas situacOes de alteracdo da saude

(SCOTT et al., 2020).

2.2 Farmacos anti-inflamatorios

Os farmacos sdo imprescindiveis para o tratamento de determinadas enfermidades,
dentre as principais classes de maior consumo mundial destacam-se analgésicos, anti-
inflamatorios, antibidticos, drogas psiquiatricas, reguladores lipidicos, anti-hipertensivos,
contraceptivos hormonais, meios de contraste de raios-x, entre outros (JIANG; ZHOU;

SARMA, 2013).

Os anti-inflamatoérios, é estdo classificados em duas classes distintas: os anti-
inflamatérios esteroidais (AIEs) denominados corticosterdides e os anti-inflamatorios nao
esteroidais (AINEs) que se pode denominar grupos quimicos heterogéneo e inclui a aspirina e
outros inibidores da ciclo-oxigenase (COX), pode ser seletivo ou ndo (OLIVEIRA et al., 2019).
Os anti-inflamatorios ndo hormonais (AINE’s) sdo de natureza quimica muito variada, porém

atuam praticamente pelo mesmo mecanismo de acdo, inibindo a sintese do acido araquiddnico,
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impedindo a formacdo de prostaglandinas e outros mediadores quimicos em um processo que

se denomina inflamagdo (BARRETO et al., 2017).

Devido ao seu mecanismo de acdo possuem uma exceléncia eficacia terapéutica na
analgesia (dor), no entanto possuem muitos eventos adversos, principalmente relacionados a
disfungdes nos rins, coracdo, figado, pele e trato gastrointestinal (GI), o que gera ao organismo
(SHING, BORSE e NIVSAKAR, 2016). E importante ressaltar, que mesmo que a industria
farmacéutica crie tecnologias, como por exemplo o revestimento desses inflamatorios, os quais
amenizam os principais eventos adversos mais comuns, ¢ necessario pensar em novas técnicas
que mesmo que o paciente faca seu uso ao longo prazo ndo traga uma série de prejuizos ao

organismo, e substancialmente aos sistemas que o compoe (SARETO et al., 2023).

2.3 Nanotecnologia

A origem da nanotecnologia comegou em 1959 em uma palestra proferida por Richard
Fernman, esse que ¢ denominado o pai da nanotecnologia, ja em 1974 o engenheiro Norio
Taniguchi foi responsavel por utilizar do termo pela primeira vez no intuito de designar uma
nova tecnologia que ia além do controle de materiais e da engenharia em microescala
(SCHULZ, 2013). Desde entdo o terno nanotecnologia vem sendo utilizado para a designar a
criagdo, manipulacdo e¢ pesquisa de materiais com escala nanométrica (DIAS et al.,2021). A
nanotecnologia ¢ uma técnica bastante explorada em muitos campos de aplicacdo (CADIOLI e
SALLA, 2015). Na medicina vem sendo uma opg¢do a qual visa melhorar a qualidade dos

métodos usados nos cuidados de saude (SAHU et al., 2021).

No desenvolvimento de novos medicamentos, a nanotecnologia ¢ uma alternativa para
conduzir farmacos a tecidos ou células, minimizar a degradacdo de alguns ativos; possibilitar a
criacdo de formulagdes inalaveis, entre outras benesses (KARUNAKARAN e
SADANANDAN, 2022),

Formulacdo nanoestruturada tem a capacidade de liberar o principio ativo de forma
controlada, e/ou prolongada garantindo vantagens, como: reducdo da toxicidade; reducdo da
resposta imune pelo sistema reticulo endotelial; protecdo do composto encapsulado;
incorporagdo tanto de substancias hidrofilicas quanto de substancias lipofilicas; maior tempo
de circulagdo in vivo, que leva a maior eficdcia terapéutica, solubilizacdo de substincias acima

do limite de solubilidade e reducao da dose efetiva (CADIOLI e SALLA, 2015).
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A nanotecnologia pode dar origem a diversos sistemas nanoestruturados, como por
exemplo as nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), nanoemulsdes (NEs), nanocapsulas (NC),

nanocompositos (NCP) entre outros (ASSIS et al., 2012).

As SLN sdo sistemas de transporte coloidal empregados para encapsular, proteger ¢
entregar componentes funcionais, sendo amplamente utilizadas do desenvolvimento de
formulas farmacéuticas, devido sua biocompatibilidade e biodegrabilidade, essas estruturas
matriciais sdo compostas por lipidios solidos biodegradaveis, estabilizados usando
emulsificantes para dispersar os compostos ativos na matriz lipidica (MELO et al., 2018). As
matérias-primas das SLN sdo basicamente lipidio (s) solido (s), tensoativo (s) e agua. O termo
lipideo refere-se a triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos e ceras
(OLIVEIRA, 2014).

A NE consiste em uma dispersdo muito fina composta por uma fase de 6leo e uma fase
aquosa, com tamanho de gota, em escala nanométrica; em fun¢ao do seu tamanho caracteristico,
podem ser transparentes ou translucidas, e possuem estabilidade contra a sedimentagdo, as NEs
ndo podem ser formadas espontaneamente, sendo necessaria energia, a qual pode ser fornecida
a partir de dispositivos mecanicos ou até mesmo do potencial quimico dos componentes (ASSIS
et al., 2012). Os métodos utilizados para formacdo de NE compreendem a utilizacdo de
homogeneizadores de alta pressdo e geradores de ultrassom (KENTISH et al., 2008). Os
homogeneizadores de alta pressao sdo muito utilizados para formar NE e geralmente trabalham

com pressdes entre 50 e 100 Mpa (ASSIS et al., 2012).

J& as NC sdo compostas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo,
no qual encontra-se o ativo, conferindo protecdo contra o oxigénio, a 4gua e/ou a luz; garantindo
uma liberacdo controlada da substancia e/ou previnem o contato com outros componentes em
uma mistura, As combinagdes de bioativos incorporados podem ser protegidas contra
degradacdo e melhorar a estabilidade e a solubilidade, pode-se citar como exemplo,
solubilizacdo de componentes hidrofilicos em matrizes hidrofébicas e vice-versa (JAFARI et
al., 2008). O principal objetivo da encapsulacao ¢ proteger uma substancia sensivel na capsula
ou na parede, isolando fisicamente o ingrediente do meio ambiente. Atualmente, os interesses
essenciais sdo atribuidos ao encapsulamento de aromatizantes lipideos e carotenoides, entre
outros ingredientes; ressalta-se que, em fun¢@o de um Unico agente encapsulante ndo possuir
todas as propriedades do material de parede ideal, pesquisas recentes tém focado em misturas

de carboidratos, gomas e proteinas como alternativa (ASSIS et al., 2012).
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Dentre as vérias possibilidades dentro da nanotecnologia, algumas alternativas como o
uso de biopolimeros vém sendo exploradas, de modo a minimizar danos aos seres vivos, € ao
meio ambiente (ROSSI e BERGMANN, 2008). A ZN, ¢ um biopolimero, bastante estudado,
devido sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade em nanoformulacdes (DEMIR

etal., 2017)

2.4 Zeina (ZN)

A busca por polimeros naturais ¢ cada vez mais frequente, isso ocorre em virtude de
possibilitarem caracteristicas peculiares, como ajustes da funcionalidade bioldgica para
aplicabilidade, e terem aspectos multifuncionais como excipiente, uma estratégia altamente
necessaria para o aprimoramento de sistemas de liberacdo (MASTROPIETRO; PARK e
OMIDIAN, 2017).

A ZN ¢ uma mistura de proteinas obtida do milho, essas proteinas sdo as prolaminas e
correspondem a cerca de 60% do total de proteinas desse cereal, o grao de milho ¢ formado por
quatro estruturas fisicas: endosperma, gérmen, pericarpo (casca) e ponta, estas estruturas
diferem em composicdo quimica (LUO e WANG, 2014). O endosperma representa
aproximadamente 83% do peso seco do grao, 0 qual é constituido principalmente de granulos
de amido, em média 88%, sendo classificado em dois tipos: farinaceo e vitreo, ¢ no endosperma

vitreo encontra-se a maior concentragdo de ZN (ANDERSON e LAMSAL, 2011).

O grupo de proteinas presente no milho foi isolado pela primeira vez por Gorham (1821)
em milho integral, onde foi utilizado solugdo aquosa de etanol, e a primeira patente para o
método comercial de extracdo da ZN foi concedida a Osborne (1891). Desde entdo, diferentes
procedimentos, e diversos solventes sdo utilizados para extrair proteinas de cereais, nos quais
fatores como concentracao, tipo de solvente, temperatura e tempo da extracdo variam com o
intuito de aumentar a eficiéncia do processo (AGBOOLA e MILLS, 2005). A extragdo da ZN
pode ocorrer por combinagdes quimicas, com adi¢do ou ndo de tratamento enzimatico, sendo
que alguns fatores contribuem para eficiéncia do processo, como por exemplo: tipo de solvente

ultilizado, temperatura, pH e tempo de extracdo (PAPILIA et al, 2015).

Proteinas como a ZN, pode ser caracterizada de acordo com sua similaridade em massa
molecular, solubilidade em solventes e estruturas, as estruturas sdo divididas em quatro

subclasses denominadas alfa, beta, gama e delta (PAPILIA e LONDERO, 2015). A alfa-zeina
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geralmente esta em maior concentracdo, mas isso ndo € uma regra para todas as variedades de
milho, pois pode mudar de acordo com a composi¢do em diferentes gendtipos (OLIVEIRA et

al., 2007).

A ZN ¢ uma proteina vegetal, devido a essa caracteristica ¢ considerada um polimero
natural, ¢ pode ser utilizada em diversas aplicagdes, incluindo a agricultura, cosméticos,
embalagens, produtos farmacéuticos e outros (PALIWAL e PALAKURTHI, 2014). Ela
apresenta balango de nitrogénio dietético negativo, ou seja, ¢ deficiente em aminoacidos basicos
e acidos, ausente em triptofano e lisina. A combinagdo de perfil de aminoacidos desequilibrado
e insolubilidade em 4gua resulta em uma mé qualidade nutricional, e isso torna o principal
obstaculo para suas aplicagdes em produtos alimenticios para consumo humano, em
contrapartida tem sido amplamente explorado como um biopolimero nativo para novas
aplicacdes. no campo da ciéncia, principalmente no ramo farmacéutico e biomédico (LUO e

WANG, 2014).

Essa proteina tem sido utilizada por varios pesquisadores para a melhoria dos sistemas
de administragdo oral de medicamentos, tais como aumento da biodisponibilidade, preparacao
de formas de dosagem de liberagdo sustentada, direcionamento e protecdo de medicamentos
(RAZA, 2020). Por ser uma proteina a qual possui carater hidrofobico, que garante uma barreira
resistente a agua, pode ser utilizada como material de revestimento, dando origem a estruturas
coloidais como nanoparticulas (REBOREDO et al., 2021). Além disso, a zeina tem alta
resisténcia térmica, 6timas propriedades de barreira ao oxigénio, que podem ser de interesse
para o encapsulamento de compostos sensiveis a oxidagdo ou temperatura (PENALVA et al.,
2017). Possui ainda seguranga reconhecida e aprovada pela United States Food and Drug
Administration (US-FDA), sendo reconhecida desde 1985 “biomaterial geralmente
reconhecido como seguro (GRAS)” pelas suas caracteristicas promissoras, incluindo

biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (LUO e WANG, 2014).

2.5 Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea (TPPU)

O trifluoromethoxyphenyl-3-(1- propionylpiperidin-4-yl) urea (TPPU) (figura 1) ¢ uma
molécula desenvolvida e patenteada pelo Dr. Bruce D. Hammock da Universidade da California
(EUA). Essa molécula ¢ um potente inibidor da epéxido hidrolase soluvel (sEH), e vem sendo
estuda por apresentar atividade anti-inflamatdria no organismo, com diversos estudos para

aplicagdes e tratamento no controle de inflamagdes (ROSE et al., 2010). A figura 1 mostra sua
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estrutura quimica, cuja formula molecular ¢ C16H20F3N303 e seu aspecto ¢ de um po6 branco

(MALTA, 2018).

Figura 1: Estrutura quimica do 1-Trifluoromethoxyphenyl-3-(1-propionylpiperidin-4-yl)urea

(TPPU).
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Fonte: Malta (2018).

O TPPU demonstra seguranga para uso e potencialidade, evidenciado por diversos
trabalhos, os quais avaliaram sua farmacocinética, toxicologia e farmacodinamica em diferentes
modelos animais (roedores, galiniaceos e primatas. Esse composto € um inibidor do epoxi
hidrolase soltivel (sEH) derivado de acido dodecandico (AUDA), que apresenta efeitos
benéficos frente a quadros inflamatoérios (ROSE et al., 2010). Em 2005 Morisseau e Hammock
relata descoberta de atividade benéfica para tratamento em casos de pressdo arterial,
inflamagdo, progressdo do cancer e o aparecimento de outras doengas. Além disso, este
composto também foi testado em diferentes modelos, e apresentou excelente atividade
analgésica, anti-inflamatoria, anti-hipertensiva, neuroprotetora e cardioprotetora (HARRIS et

al., 2015; INCEOGLU et al., 2015; SASSO et al., 2015).

O tratamento com TPPU, acompanhado de niveis aumentados de 4acidos epoxi-
eicosatriendico (EETs), melhorou acentuadamente a sobrevivéncia de camundongos sépticos
induzidos pela cirurgia de cateteres de longa permanéncia (CLP) , que foi associada a danos e
disfungdes de orgdos aliviados, desencadeados por resposta inflamatoria sistémica, o TPPU
inibiu significativamente a resposta inflamatoria sist€émica via inativagao induzida por EETs da
sinalizagdo da proteina quinase ativada por mitogénio devido a capacidade fagocitica
macrofagica aprimorada e subsequentemente proliferacdo e disseminacdo bacteriana reduzidas

e liberacdo de fatores inflamatorios (CHEN et al., 2020).

Outro estudo desenvolvido por Zhang et al. (2020) sugere que quando o TPPU ¢
administrado inicio do acidente vascular cerebral (AVC) uma vez ao dia, ele pode proteger a
barreira hematoencefalica e reduzir a apoptose do tecido cerebral causada pela isquemia além

de proteger o cérebro contra a isquemia focal em ratos, devido a inibi¢do da atividade do
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epoxido hidrolase soltivel e das metaloproteases de matriz 2 e 9, reduzindo os niveis de acidos
dihidroxieicosatrienoicos (DHET), diminuiu o nimero de células apoptoticas pela regulacao
negativa das proteinas pro-apoptoticas BAX e Caspase-3, enquanto regulou positivamente a

proteina anti-apoptética BCL-2.

Bakhari et al. (2021) conduziu um estudo onde evidenciou o TPPU como um novo
farmaco no controle de distarbios cardiovasculares e metabolicos induzidos pela obesidade em
ratos. Em seu experimento foi oferecido uma dieta rica em gordura, onde 60% de colesterol,
20% de carboidratos e 20% de proteinas e simultaneamente foi administrado uma unica dose
diaria de placebo para um grupo, ¢ 2 mg/kg de TPPU em p6 para outro grupo, esses foram
acompanhados por dois meses, onde eram avaliados peso corporal, pressdo arterial e

investigacdes bioquimicas.

Embora as potencialidades farmacologicas das aplicacdes do TPPUU seja vasta,
encontra-se também limitacdes, relacionadas a sua baixa solubilidade aquosa (60 pg/mL),
necessitando assim a utilizagdo de sistemas co-solventes, como por exemplo o etanol e o

polietilenoglicol 400, para alcangar uma biodisponibilidade adequada (MELO et al., 2018).

Diante do potencial uso deste inibidor da enzima epoxi hidrolase soluvel (sEH),
acredita-se que os efeitos imuno farmacologicos deste novo inibidor da sEH possam ser
melhorados uma vez que a liberagdo prolongada utilizando sistemas que podera aumentar a
biodisponibilidade do TPPU (devido ao aumento da solubilidade), levando a um maior tempo
de a¢do, diminuicdo sua metabolizacdo ¢ utilizacdo de menores concentra¢des de forma a
produzir no minimo o mesmo efeito terapéutico, porém com menor toxicidade, resultando em

efeito benéfico para controle do processo inflamatério (MELO e NAPIMOGA, 2017)

2.6 Oleos essenciais (OE)

O uso dos 6leos essenciais (OE) comegou prevalentemente na medicina tradicional
chinesa desde os primordios e até hoje utilizada na medicina e nas industrias farmacéutica e de

cosméticos (COSTA, 2019).

Os OE podem ser obtidos a partir de diferentes partes das plantas, e s2o muitos
utilizados para fins terap€uticos por terem efeitos positivos no tratamento de diversas patologias
(FAUSTINO; ALMEIDA; ANDREATINI, 2010). Em geral, a maioria dos OE possui potente
atividade antimicrobiana, antioxidante e¢ funcional, esses efeitos sdo possiveis devido aos OF

serem misturas complexas de compostos, como terpenos, fenolicos, cetonas, alcoois, ésteres,
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aminas, amidas, etc. (KUMAR, 2020). Na literatura ¢ possivel encontrar o uso dos 6leos

essenciais na sua integridade ou compostos isolados (COSTA, 2019).

Apesar das evidéncias e promissoras aplicacdes em diferentes areas, tais como na
industria de alimentos, cosmética, agricola e farmacéutica, os 6leos essenciais ainda possui
alguns empecilhos para determinadas aplicagcdes, consequéncia de algumas de suas
propriedades, tais como: baixa solubilidade em agua, alta volatilidade, baixa
biodisponibilidade, e instabilidade em alguns sistemas, fazendo com que seja necessario o
desenvolvimento de alguns sistemas de transporte e favorecendo sua acdo e neutralizando esses

empecilhos (COSTA, 2020).

Na atualidade novas tecnologias vém sendo exploradas por pesquisadores, € a ciéncia
tem ampliado a aplicabilidade dos 6leos essenciais, os aliando a nanotecnologia e dando origem

a sistemas diferenciados (TERROSO, 2014).

O efeito anti-inflamatorio do TPPU pode ser aliado a inser¢do de compostos bioativos,
como os 0leos essenciais em formulagdes nanoparticulada, ¢ outra alternativa, que pode vir a
possibilitar alguns beneficios, como a¢do da atividade terapéutica e diminuig@o da toxicidade

(BATISTA, 2020)

A incorporagdo de oOleos essenciais em sistemas nanoestruturados ¢ promisssora,
devido ao fato destes proporcionarem maior estabilidade ao ativo além de aumentar sua
biodisponibilidade através da encapsulacdo em nanoparticulas. O tamanho nanométrico destas
nanoparticulas melhora o perfil de distribuicdo do ativo em tecidos, devido a alta area
superficial atrelada a estes sistemas, e também facilita a penetracdo no meio intracelular

(GAMBIN, 2020).

Dentre os mais diferentes 6leos essenciais e seus efeitos terapéuticos, neste trabalho
iremos evidenciar o 6leo essencial de canela (Cinnamomum verum L.) que possui cinamaldeido
(CsH8O) como principal constituinte ativo, ¢ evidenciado na literatura por ter efeito
inflamatorio e analgésico significativo, dessa forma pode-se potencializar esses efeitos junto ao

TPPU nas formula¢des nanoparticuladas.
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2.6.1 Oleo essencial da canela (Cinnamomum sp)

O 4cido cinamico ou cinamaldeido (trans-3-fenil-2-propenal) € o principal componente
ativo do oleo essencial da canela (Cinnamomum sp), cerca de 60-75% da composi¢cdo, vem
sendo amplamente utilizado, devido sua atividade bioldgica e farmacologica, esse composto
tem caracteristicas fenodlicas, garantindo um aroma amadeirado a planta (FIGUEIREDO et al.,
2018). Dentre suas propriedades de acdo farmacologica destaca-se, atividade antimicrobiana,
anti-inflamatoéria, antioxidante, analgésica, antidiabética, cicatrizante dentre outras

(PONCIANO et al., 2020). Na figura 2 pode-se observar a estrutura quimica do cinamaldeido.

Figura 2: Estrutura quimica do cinamaldeido (trans-3-fenil-2-propenal)

@)

Fonte: Syafiq; Sapuan; Zuhri (2021).

Em 2018 Kim et al. Conduziu um experimento inédito, onte avaliou a atividade anti-
inflamatoria do cinamaldeido em células macrofagas do tipo murinas 264.7 e verificou apos os
testes, que houve diminuicdo nas dosagens de oOxido nitrico (NO) induzida por
lipopolissacarideo, a expressdo do RNA mensageiro e a expressdo da enzima iNOS em
macrofagos estimulados também diminuiu. Além de uma redug@o no nivel de expressao de
RNA mensageiro e a secregdo de IL-1B, IL-6 e TNF-o em macrofagos ativados por

lipopolissacarideo, comprovando efeito terapéutico do cinamaldeido contra a inflamagao.

De acordo com estudo realizado por pesquisadores do Instituto de Pomologia de
Shandong, Taian na China em parceria com departamento de ciéncia de alimentos de Rutgers,
da Universidade de New Jersey nos EUA, ¢ possivel produzir uma emulsdo Pickering de dleo
essencial de canela (ZCCPEs) estabilizada por nanoparticulas compostas de zeina-pectina
(ZCPs), dando origem a um sistema antimicrobiano eficaz na protecdo de alimentos, os
pesquisadores elaboraram essas nanoparticulas e verificaram se a influéncia da concentragdo

de ZCPs influenciaria na estabilidade de ZCCPEs. Os resultados mostraram que 0,25% de ZCPs
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podem reduzir a matéria bioorganica em quatro vezes em comparacdo com 1% de ZCPs,
mantendo uma boa estabilidade fisica. O efeito inibidor de ZCCPEs em dois microrganismos
relacionados com foi avaliada por ensaio antimicrobiano. Além disso, dois modelos de fatias
de mac¢a minimamente processadas foram construidos para avaliar sistematicamente o potencial
de aplicagcdo de ZCCPEs na preservagdo de alimentos. Devido a dispersibilidade do pogo e
capacidade de liberagdo sustentada, os ZCCPEs mostraram desempenho antibacteriano superior

do que o 6leo essencial puro (JIANG et al., 2020).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver diferentes técnicas para formulagdo de nanoparticuladas contendo TPPU

e avaliar sua estabilidade, e possiveis aplica¢des clinicas.

3.2 Especificos

e Preparagdo de diferentes sistemas nanoparticulados contendo TPPU e caracterizagdo
fisico-quimica dos sistemas coloidais através de medidas de didmetro médio, indice de
polidispersdo, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo do TPPU e rastreamento de
nanoparticulas;

e Caracterizacao fisico-quimica e morfologica das suspensdes por microscopia de forga
atdmica e calorimetria exploratoria diferencial;

e Avaliacdo do perfil de liberagdo do TPPU das formulagdes nanoestruturadas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

. TPPU (Disponibilizado pela Faculdade Sao Leopoldo Mandic de Campinas -
doacdo da Universidade da California)

. Polimero PLGA (Poli-D,L-lactico —co-glicolico) (65:35) (Sigma®)

. Zeina (Sigma®)

. Quitosana peso molecular 50000-190000 (Sigma®)

. Polissorbato (Tween) 20 e 80 (Sigma®)

. Monoestearato de sorbitano (Span 60) (Sigma®)

. Carvacrol - Sigma ®

. Acetona, acido acético glacial, cloroformio, hidroxido de sédio e sais para

preparo de solucao tampao (grau espectroscopico analitico)

. Acetonitrila (grau HPLC — Merck®)

. Dispositivos de ultrafiltracdo de celulose regenerada de 10 kDa (Amicon —
Millipore®)

. Agitador magnético (Tecnal®)

. Microcentrifuga (MiniStar®)

. Evaporador rotativo AL-390 (American Lab®)

. Bomba a vacuo A12 (Symbol®)

. Potencidmetro (Tecnal®)

. Analisador de particulas ZetaSizer ZS 90 (Malvern®)

. Analisador de particulas NanoSight LM 10 (Malvern®)

. Agitador orbital de placas Kline 151 — (Cientec®)
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. Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ProStar (Varian®)
. Calorimetro diferencial de varredura Q20-1890 (TA Instruments®)

. Sistema de resfriamento RSC 40 (TA Instruments®)

. Microscépio de forga atdmica EasyScan 2 AFM (NanoSurf®)

4.2 Métodos

4.2.1 Metodologia analitica para quantificagdo TPPU por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo do TPPU presente nas diferentes formulacdes foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Neste sentido, as condigdes cromatograficas
foram adequadas a fim de obter um pico simétrico correspondente ao TPPU através do preparo
de solugdes contendo diferentes concentragdes deste. Para o método de quantificagdo do TPPU
foi empregada a metodologia analitica desenvolvida por Mello et. (2016). As condicdes
cromatograficas utilizadas durante o processo de desenvolvimento e validagdo do método estao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des cromatograficas utilizadas para validacdo de metodologia analitica.

Amostra TPPU em metanol/agua (75/25, v/v)

Fase movel Metanol/agua (75/25, v/v)

Volume de injeciao 100 puL

Fluxo 0,8 mL/min

Detector (1) Ultravioleta (UV), A =241 nm

Coluna cromatografica Varian Microsorb, Cis fase reversa, Sp

1104, 250 x 4,60mm

Fonte: Mello et al. 2016

Para a construcao da curva analitica foram preparadas solugdes estoque de TPPU na
faixa de concentragdo de 0,05 a 0,1 pg/mL e as solugdes foram submetidas a analise por
CLAE de acordo com as condigdes descritas anteriormente (Tabela 1). Posteriormente foi

plotado um grafico da area do pico cromatografico em funcao da concentragdo de TPPU e a
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curva analitica foi obtida através da regressao linear desses dados. Foram preparadas trés
curvas analiticas em trés dias consecutivos e a média dessas curvas foi empregada como

padrio de andlise quantitativa para o TPPU.

4.2.2 Preparo das formulagoes nanoestruturadas

4.2.2.1 Sintese de nanoparticulas de zeina (ZN)

A preparagdo das ZN foi realizada conforme método de precipitacdo anti-solvente
descrito por Park et al. (2015) com algumas modificagdes e ajustes necessarios. Inicialmente,
uma solugdo de ZN (2% m/v) foi preparada em solu¢ao hidroetanolica (85% v/v) e mantida sob
agitacdo durante a noite (overnight). Posteriormente essa solucdo foi centrifugada durante 30
minutos a 4.500 rpm, apds passou por tratamento térmico por 15 minutos em uma temperatura
de 75 °C. Por final a solucdo foi filtrada utilizando-se filtros de seringa de 0,45 um - Milipore.
Separadamente foi preparado uma solu¢do aquosa de polissorbato 20 (20 mg/mL). Na
sequéncia, 5 mg de TPPU foi dissolvido em 10 mL da solugdo hidroetandlica ZN. Essa solucdo
foi vertida, sob agitacdo magnética, em 10 mL de solugdo de polissorbato 20 para a formagao
das nanoparticulas. O solvente foi removido através de evaporagdo sob pressdo reduzida (Park
et al., 2015) utilizando um rotaevaporador. A concentragdo final de TPPU foi de 0,25 mg/mL.
Também foram preparadas nanoparticulas contendo a mistura de TPPU e cinamaldeido,
seguindo o mesmo procedimento descrito acima, apenas com a adicdo de 95 pL de

cinamaldeido juntamente com o TPPU na solugdo hidroetanoélica de zeina.

4.2.2.3 Sintese de nanocapsulas poliméricas com TPPU revestidas por quitosana (CS)

A preparacdo das NC foi realizada conforme método de deposicdo interfacial do
polimero descrito por Fessi et al. (1989) e Grillo et al. (2014) com algumas modificacdes. Para
as nanoparticulas de PLGA com TPPU, foi dissolvido 100 mg de PLGA, 40 mg de
monoestearato de sorbitano e Smg de TPPU em 30 ml de acetona, que ficaram sob agitagdo
magnética até completa homogeneizacdo. Separadamente, em 30 ml de agua deionizada foi
diluido 60mg de polissorbato 80, ¢ com auxilio de um funil a fase acética foi vertida sobre a
fase aquosa e deixado em agitacdo por 20 minutos, apdés a formulacido foi levada para
rotaevaporador para retirada do solvente, a concentragdo final de TPPU foi de 0,25 mg/mL.

Para o revestimento foi adicionado ao final do processo com auxilio de um funil, 10 ml de uma
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solugdo aquosa de quitosana de acordo com a metodologia descrita por Calvo et al. (1997) com
algumas modificacdes. A solucdo padrao de quitosana foi preparada na concentragdo de 500
pg/mL em solugdo acética (1mol/L) (FESSI et al., 1989; GRILLO et al., 2013). a concentracdo
final de TPPU foi de 0,25 mg/mL.

4.2.3 Avaliagdo, caracterizagdo fisico-quimica e morfologica das formulagoes
nanoestruturadas

4.2.3.1 Tamanho hidrodindmico e potencial zeta

A técnica de espectroscopia de correlacdo de fotons foi utilizada para determinag@o do
diametro médio e da distribui¢ao de tamanho das nanoparticulas (polidispersao). As avaliagdes
do didmetro médio e polidispersdo foram realizadas diluindo-se as suspensdes de
nanoparticulas com agua deionizada 100 vezes e, utilizando-se um analisador de particulas

ZetaSizer Nano ZS 90 (Malvern®) a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25°C.

O valor de potencial zeta, dado em mV foi determinado através do equipamento
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). As analises foram realizadas através da
dilui¢do das formulagdes nanoparticuladas 100 vezes em agua deionizada sem ajuste do pH, e
os resultados expressos por médias de trés determinagdes, como descrito por de Oliveira et al.,

2015.

4.2.3.2 Rastreamento das nanoparticulas (NP) e nanocdpsulas (NC)

Para o rastreamento das NP e NC utilizou-se a técnica de Analise de Rastreamento de
Nanoparticulas (NTA), para visualiza-las e analisa-las através do movimento Browniano e
propriedades de dispersao de luz, essa técnica ¢ utilizada para medir a concentragdo de NP e
NC nas formulagdes, bem como a distribuicdo e tamanho. As analises foram feitas pela célula
volumétrica NanoSight LM 10 contendo laser verde (532 nm) e uma camera sCMOS,
controlados pelo software NanoSight v.2.3 (Malvern® Instruments, UK). As amostras foram
diluidas 1000 vezes em agua deionizada sem ajuste de pH, e analisadas em triplicata injetando-
se 1 mL na cela analitica e foram gravados 5 videos de 60 segundos individuais do movimento
Browniano de cada replicata em temperatura ambiente (25°C). Os resultados alcangados foram
avaliados de acordo com a concentra¢do de particulas em fun¢do da distribuigdo de tamanho

(ANDERSON et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2015).
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4.2.3.3 Microscopia de For¢a Atomica (AFM)

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada através da técnica de microscopia de forca
atdmica (AFM). Para o preparo das amostras, estas foram previamente diluidas 1000 vezes em
agua deionizada sem ajuste de pH e depositadas em superficie de silica. Apds a secagem do
material, as amostras foram analisadas no microscopio de for¢a atomica Nanosurf Easy Scan 2
Basic AFM — padrao BT02217 em modo de contato intermitente. Foram utilizados cantilever
comercial Contr 10, a velocidade de varredura utilizada ¢ proporcional ao tamanho da area e da

frequéncia (0,6 Hz) (CLEMENTE-NAPIMOGA et al., 2012)

4.2.4. Ensaio de libera¢do

Para todas as formulagdes, foram executados ensaios de liberagdo in vitro para avaliar
a cinética, os quais utilizou-se sistemas de dois compartimentos para observar a liberagdo do
farmaco livre e quando associados a sistemas carreadores. Os ensaios de liberacdo de TPPU
livre e associado as suspensdes nanoparticuladas (PLGA+TPPU; PLGA+TPPU+CS;
ZN+TPPU; ZN+TPPU+Cinamaldeido) foram realizadas através de um sistema composto por
dois compartimentos, sendo um compartimento doador (3 mL) e outro aceptor (100 mL,
solugdo 5% de polissorbato 20) separados por uma membrana de celulose, mantidos sob
agitacdo leve constante e condi¢des sink, onde o volume do meio de dissolugdo ¢ grande o
suficiente para que a concentragdo da substancia presente ndo chegue a exceder 10% do valor
de sua concentragdo de saturagdo (Paavola et al., 1995). Aliquotas foram retiradas triplicatas do
compartimento aceptor por um periodo de 120 horas (tempo 0, 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 24, 48, 72,
96 e 120h) e quantificadas pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

em triplicata.

4.2.5 Modelagem matematica

A avaliagdo quantitativa dos eventos envolvidos pode auxiliar a entender os mecanismos
envolvidos na libera¢do de farmaco, como refere Siepmann, (2012), para isso ¢ utilizado o
modelo matematico de Baker-Lonsdale, o qual descreve a liberagdo de farmacos, esse modelo
foi desenvolvido a partir do modelo de Higuchi e descreve a liberagdo de um farmaco a partir

de uma matriz esférica, e vem sendo aplicado aos estudos para linearizar resultados de ensaios
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de liberacdo de microparticulas e para nanoparticulas (WASHINGTON 1990). A equagdo

conhecida como equagio de Baker-Lonsdale (Equacdo 1) pode ser vista a seguir:

Equacio 1: Equagido de Baker-Lonsdale

2037 =

Mo, Moy

onde Mt e M= se referem a quantidade de farmaco liberado no tempo “#” e no tempo
infinito e k a constante de liberagdo (Siepmann and Siepmann, 2008).
Para analise de desempenho de liberagdao do TPPU das formulagdes nanoparticuladas,

foi empregado o modelo de Baker-Lonsdale para liberacdo de farmacos (Melo et al., 2014;

Melo et al., 2021).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Metodologia analitica de quantificacido do ativo TPPU

A quantificagdo de TPPU presente nas nanoparticulas foi realizada em CLAE,
utilizando-se um equipamento HPLC Varian Pro Star, bomba PS 210, detector UV-Vis PS 210,
auto injetor PS 210; os cromatogramas foram determinados através do programa Galaxy
Workstation. A linearidade da metodologia foi avaliada a partir da regressdo linear da curva
analitica realizada com concentracdes entre 0,05 e 0,1 ug/mL (Figura 3). O coeficiente de
correlacdo (r) foi de 0,99759. Esse r ¢ um pardmetro que permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida, sendo que quanto mais préximo de 1, menor a dispersdao do conjunto de pontos
experimentais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda um
coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99 e todos os nossos valores de correlagdo linear
estdo acima deste valor preconizado pela ANVISA, sendo o método, portanto, considerado
linear (Brasil, 2003).

Figura 3: Curva analitica do TPPU, e pardmetros obtidos com a regressao linear da curva

analitica.
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Fonte: Mello et al. (2016)

As condic¢des cromatograficas utilizadas foram consideradas adequadas, pois foi obtido

um pico simétrico do ativo, pois as corridas cromatograficas ocorreram em tempos de 6
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minutos. Dessa forma, o método apresenta especificidade e linearidade, dentro do intervalo de
concentracgdo entre 0,05 e 0,1 pg/mL de TPPU, sendo aplicavel a ensaios de determinagdo de

teor de TPPU em nanoparticulas.

5.2 Caracterizacao e estabilidade

Sistemas de liberagdao baseados em nanotecnologia tem sido extensivamente estudado
afim de melhorar as propriedades fisico-quimica das moléculas, melhorar seu perfil
farmacocinético, bem como diminuir a toxicidade. Neste trabalho foram desenvolvidos
sistemas de libera¢do baseados em PLGA e ZN para o carreamento de TPPU. As propriedades
fisico-quimicas, bem como a estabilidade coloidal (até 90 dias) foram avaliadas. Parametros
fisico-quimicos como didmetro médio (nm), indice de polidispersdo, potencial zeta (mV) e

eficiéncia de encapsulacdo (%) foram avaliados.

O didmetro médio inicial das nanoparticulas de zeina medidas por espectroscopia de
correlacao de fotons (Figure 4A) foi de 171 £ 1 nm para as ZN Controle, 192 + 4 nm para ZN
+ TPPU e 182 + 1 nm para ZN + TPPU + Cinamaldeido. Para todos os sistemas estudadas,
foram observadas pequenas alteragcdes (ndo-significativa) no didmetro médio em fun¢do do
tempo de armazenamento, o que pode ser atribuidos ao rearranjo dos aminoacidos da cadeia da
zeina. As nanoparticulas contendo TPPU apresentaram um didmetro médio ligeiramente maior,
quando comparado com as nanoparticulas controle, sugerindo que houve uma reorganizagao

das nanoparticulas quando o ingrediente ativo foi incorporado.
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Figura 4: Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de zeina controle (ZN
Controle), nanoparticles de zeina contendo TPPU (ZN + TPPU) e nanoparticulas de zeina
contendo TPPU e cinamaldeido (ZN + TPPU + Cinamaldeido). Os parametros analisados foram
a) didmetro médio medido (nm); b) indice de polidispersao e ¢) potencial zeta (mV). Os valores
representam a média de trés determinagdes.
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Outro parametro analisado foi o indice de polidispersao (PDI) (Figure 4B), o qual indica
a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, valores de PDI < 0,2 indicam sistemas coloidais
com distribui¢do de tamanho homogénea enquanto que valores acima de 0,2 s8o caracteristicos
para sistemas com distribuicdo de tamanho heter6gena ou mesmo a existéncia de diferentes
populacdes de particulas. O valor de PDI foi de 0,09 £ 0,004 para ZN Controle, 0,09 £ 0,002
para ZN + TPPU e 0,106 £ 0,004 para ZN + TPPU + Cinamaldeido e apresentaram distribuicdo
de tamanho monomodal (Figure 5A). Nao houveram alteragdes significativas nos valores de
PDI para as ZN Controle durante os 90 dias de armazenamento, enquanto que as para ZN +
TPPU e ZN + TPPU + Cinamaldeido houveram aumento significativo (p < 0,05) do PDI apds
30 dias de armazenamento quando comparados com o tempo inicial de cada formulagao.
Embora ndo tenha sido observado alteragdes significativas no didmetro médio das
nanoparticulas, aumentos no indice de polidispersdo podem estar associados a formagdo de

agregados ou de subpopulagdes de nanoparticulas em fungdo do tempo de armazenamento.

Figura 5: Distribuicdo de tamanho das formulagdes de nanoparticulas a) zeina e b)

PLGA logo apds o preparo das nanoformulagdes (tempo 0).
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Fonte: Autoria Propria

O potencial zeta das nanoparticulas de zeina foram positivos, 25 + 10,23 £ 6 ¢ 26 + 2,
para ZN Controle, ZN + TPPU e ZN + TPPU + Cinamaldeido, respectivamente. Os positivos
de potencial zeta podem ser atribuidos as por¢des de aminoacidos carregados positivamente
presentes na estrutura zeina. Para todas as formulacdes analisadas foram observadas

diminui¢des significativas (p < 0,05) nos valores de potencial zeta apdés 30 dias de
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armazenamento. Diminuig¢des nos valores de potencial zeta podem levar a desestabilizacdo dos
sistemas coloidais, uma vez que a repulsdo eletrostatica estard reduzida. Entretanto, as
nanoparticulas de zeina foram preparadas com surfactante Tween 20, o qual oferece
estabilizacdo por impedimento estérico. Desta forma, a estabiliza¢ao por repulsdo eletrostatica

ndo ¢ o principal mecanismo de estabilizag@o dos sistemas coloidais produzidos.

Altos valores de eficiéncia de encapsulagdo (EE) para o TPPU foram observados para
ambas as formulagdes analisadas, sendo de 86 £ 1. Para ZN +TPPU e 87 = 1.3 para ZN + TPPU
+ Cinamaldeido. Nao houveram diferencas significativas na EE de quando comparado as
nanoparticulas produzidas com o sem cinamaldeido, o que indica que o TPPU apresentou uma

alta afinidade/interagdo com aminoacidos hidrofobicos da zeina.

Além das nanoparticulas de zeina, também foram preparadas nanoparticulas de PLGA
contendo TPPU revestidas ou ndao com quitosana (CS) e os dados de caracterizacdo e
estabilidade fisico-quimica estdo sumarizados na Figura 6. O didmetro médio das
nanoparticulas de PLGA (Figure 6A) no tempo inicial foi de 198 £ 13,220 £ 14 e 217 £ 9 para
PLGA Controle, PLGA + TPPU e PLGA + TTPU + CS, respectivamente. Assim como
observado para as nanoparticulas de zeina, as nanoparticulas de PLGA apresentaram um ligeiro
aumento no didmetro médio quando o TPPU foi encapsulado quando comparado com as
nanoparticulas controle. Para todas as formula¢des de PLGA produzidas, o didmetro médio
permaneceu praticamente estavel durante todo o tempo de armazenamento (90 dias), exceto
para as nanoparticulas PLGA + TTPU + CS, que apresentaram um aumento significativo do
diametro médio (p < 0,05) quando comparado com o diametro médio inicial. As nanoparticulas
de PLGA também apresentaram distribui¢do de tamanho homogénea (monomodal) sem o

aparecimento de subpopulagdes de particulas (Figura 5B).
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Figura 6: Caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de PLGA controle (PLGA
Controle), nanoparticles de PLGA contendo TPPU (PLGA + TPPU) e nanoparticulas de PLGA
contendo TPPU e revestidas com CS (PLGA + TPPU + CS). Os pardmetros analisados foram
a) didmetro médio medido (nm); b) indice de polidispersao e ¢) potencial zeta (mV). Os valores

representam a média de trés determinagdes.
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Em relag@o ao indice de polidispersdao das nanoparticulas de PLGA (Figura 6B) todos
os sistemas apresentaram um valor de PDI em torno de 0,2 e foram razoavelmente estaveis em
funcdo do tempo de armazenamento, exceto para as ZN+TPP+CS, a qual teve um aumento
significativo deste pardmetro apos 30 dias de armazenamento. Esse aumento do indice de
polisipersdo para as nanoparticulas recoberta com CS podem estar associados ao recobrimento
com o polimero que pode levar uma diminuigdo da estabilizagdo estérica conferida pelo
surfactante usado no processo de preparo das nanoparticulas. O aumento do indice de PDI
corrobora com os dados de didmetro médio, onde também foram observados aumentos
significativos em fungdo do tempo de armazenamento. O potencial zeta (Figure 6C) das
nanoparticulas de PLGA foram negativos, -32 £ 6 mV e -35 £ 7 mV para PLGA Controle e
PLGA + TPPU, respectivamente. O potencial zeta negativo ¢ atribuido aos grupos carboxilicos
das moléculas de PLGA, que estdo localizados nas superficies das nanoparticulas. Quando as
nanoparticulas de PLGA contendo TPPU foram revestidas com CS, o valor de potencial zeta
foi de + 23 £ 3 mV, indicando que as nanoparticulas de PLGA foram revestidas com sucesso
pelas moléculas de CS. Ambas as nanoparticulas de PLGA recobertas ou ndo com quitosana
apresentaram alta eficiéncia de encapsulagao, sendo de 90 £ 1.4% e 86 *2.4% para as PLGA
+ TPPU e PLGA + TPPU + CS, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados
por Lu et al. (2019) os quais preparam nanoparticulas de PLGA para a liberacao de paclitaxel
e obtiveram nanoparticulas com diametro médio de 132,8 £ 1,5, PDI de 0,155 £ 0,03 e potencial
zeta negativo (-20,8 £ 1,1 mV) e ap6s o recobrimento com a quitosana as nanoparticulas

apresentaram didmetro de 172,7 £+ 3,2, PDI de 0,144 + 0,06 ¢ zeta potencial de +25,6 + 0,6 mV.

Além da caracterizagdo fisico-quimica acima apresentados, também foi realizada a
avaliacdo da morfologia e da distribuicao de tamanho das nanoparticulas secas por microscopia

de forga atdmica (AFM)
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Figura 7: Imagens de microscopia de forga atdmica das a) PLGA+TPPU+CS e b)
ZN+TPPU. Da esquerda para a direita, imagem topografica, representagdo 3D da imagem
topografica e distribuicdo de tamanho. Para distribui¢do de tamanho, foram medidas

aproximadamente 100 particulas usando o software Image J.
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As imagens de AFM das nanoparticulas PLGA+TPPU+CS (Figure 7A) ¢ ZN+TPPU
(Figure 7B) mostrou quem ambos os sistemas apresentaram morfologia esférica e superficie
lisa. De acordo com os graficos de distribuicao de tamanho, PLGA+TPPU+CS e ZN+TPPU
mostraram um diametro médio de 176 + 48 nm e 227 + 51 nm, respectivamente. Os dados de
distribuicdo de tamanho por AFM, ficaram bem similares aos valores de distribui¢do de
tamanho determinados por DLS para ambas as particulas analisadas. Esses resultados estdo de

acordo com os obtidos por Luis et al. (2020), que relataram nanoparticulas esféricas de zeina

carregando eugenol e 6leo de alho, usando analise AFM.

5.3 Ensaio de liberacao

O perfil de liberagdo do TPPU foi avaliado a partir das suspensdes de nanoparticulas de

zeina e nanoparticulas de PLGA em temperatura ambiente. Os dados de liberacdo do TPPU das
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diferentes formulagdes estdo sumarizados na Figura 8. Considerando-se a liberacdo de TPPU
nao-encapsulado (bola cinza) ¢ possivel observar que houve uma libera¢do gradual em fungao
do tempo e apods 5 dias (120 h) 98% do TPPU foi liberado para o compartimento aceptor.
Quando esse composto foi associado as nanoparticulas de ZN (Figure 8A - bola azul escura),
foi possivel observar um retardo na liberagao deste composto, significativamente diferente (p <
0.05) do composto ndo encapsulado, em todos os pontos analisados, apds 5 dias (120 h) houve
uma liberagdo de aproximadamente 70% do TPPU associado as nanoparticulas. Ja para as
ZN+TPPU+Cinamaldeido (Figure 8A- bola azul clara) ndo houve diferenca significativa da
liberagdo do TPPU quando comparado com o composto ndo-encapsulado, exceto nos tltimos
pontos analisados (96 ¢ 120 h). Entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre
o perfil de liberacdo do TPPU a partir das duas nanoparticulas produzidas em nenhum dos
tempos estudados. Para as nanoparticulas que houve o co-encapsulamento de TPPU e
cinamaldeido, a maior liberagdo do TPPU pode estar relacionada a diminuicdo da interacdo
deste composto com a matriz polimérica, uma vez que ha uma “competicdo” entre os compostos

pela interacdo com a matriz.
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Figura 8: Cinética de liberacdo in vitro do TPPU a partir das diferentes formulagdes em
temperatura ambiente utilizando sistema de dois compartimentos. A) Liberacdo de TPPU a
partir das formulagdes zeina ¢ B) Liberagdo de TPPU a partir das formulagoes de PLGA. As

analises foram realizadas em triplicatas e quantificadas por HPLC.
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Também foi avaliada a liberagdo do TPPU a partir das nanoparticulas de PLGA (Figure
8B). Ambas as nanoparticulas mostraram uma reducdo significativa da liberagdo do TPPU
quando comparados com o composto ndo encapsulado, logo nas primeiras horas de
experimento. Apds 5 horas de experimento foi observada uma liberagao de 22%, 15% e 12%
para TPPU nao-encapsulado, PGA+TPPU e PLGA+TPPU+CS, respectivamente. Diferengas
significativas foram observadas na liberagdo do TPPU a partir das diferentes nanoparticulas no
periodo de 6 a 24 horas, onde as nanoparticulas recobertas com a CS demonstraram uma
liberagdo mais lenta do que as nanoparticulas sem o recobrimento. Apos 5 dias, a liberagdo do

TPPU foi de 57% e 52% para PGA+TPPU e PLGA+TPPU+CS, respectivamente.

Para analise do mecanismo de liberacdo do TPPU presente nas diferentes formulacdes
nanoparticuladas foi utilizado o modelo tedrico descrito por Baker-Lonsdale, como mencionado
na metodologia. De acordo com este modelo, obteve-se uma lineariza¢ao dos dados do perfil
de liberacdo. O resultado da regressao linear para as nanoparticulas de PLGA+TPPU mostrou
um valor de coeficiente de correlagdo (r) de 0.963 e uma constante de taxa de liberagao (k) de
0.347 x 10 (+ 0.002) min™!, para PLGA +TPPU-+CS apresentou r = 0.971 ¢ uma k de 0.432 x
1072 (+ 0.002) min! J4 para as NP de ZN+TPPU, o r foi de 0,937 € uma k de 0.228 x 102 (+
0.003) e para NP de ZN+TPPU+Cinamaldeido foi r = 0,887 ¢ uma k de 0,198 min™! x 102 (+
0.002). Os perfis de liberag@o foram ajustados conforme o modelo de Baker-Lonsdale, derivado
do modelo de Higuchi, e que que segundo Costa ¢ Souza Lobo (2001) denomina esse
mecanismo envolvido na liberagdo como difusdo baseada na Lei de Fick. Com relagdo aos
valores de constante de liberagdo, o perfil de liberagdo do farmaco presente nas NC de PLGA
foi mais lento comparado as NP de zeina. Estes dados corroboram com os dados de eficiéncia
de encapsulacdo obtidos para as nanoparticulas. Assim, a maior quantidade de farmaco

encapsulado faz com que o perfil de liberacao seja mais lento (Siepmann and Siepmann, 2008).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As nanoformulacdes desenvolvidas neste trabalho apresentaram boas caracteristicas
coloidais e estabilidade em fung¢do do tempo. Os resultados de microscopia mostram que ambos
os sistemas possuem morfologia esférica ¢ diametro médio em torno de 200 nm, o que ¢
desejavel segundo a literatura. Em relagdo a eficiéncia de encapsulagdo, todos os sistemas
mostraram ser habeis a encapsular o TPPU (entre 86 a 90%). O ensaio de liberagdo mostrou
que ha um perfil de liberagdo sustentada pelos sistemas carreadores em fungdo do tempo, sendo
que as nanoparticulas de PLGA revestida ou ndo com CS apresentam uma liberagdo mais lenta
em comparagdo as nanoparticulas de ZN+TPPU e ZN+TPPU+cinamaldeido. Em suma, as
nanoformulagdes desenvolvidas neste trabalho mostram ser uma alternativa para o carreamento
do TPPU, com otimas perspectivas para aplicacdo farmacéutica, uma vez que, possuem
excelentes caracteristicas coloidais, estabilidade em fun¢do do tempo e um perfil de liberacao

sustentada, o que pode promover uma maior atividade bioldgica do ativo TPPU.

Devido a afinidade e biocompatibilidade e estrutura quimica que as diferentes
formulagdes nano estruturadas, as mesmas podem serem utilizadas para tratamento de
inflamacdes distintas, dessa forma como perspectiva de aplicagdbes as NPs de
ZN+TPPU+cinamaldeido podem ser destinadas a aplicagdo de inflamagdes cutaneas devido a
grande afinidade permeavel, ja as NC de PLGA +TPPU+CS podem ser destinadas a tratamento

de inflamacgdes articulares.

Como este trabalho focou na sintese e caracterizagdo dos sistemas nanoparticulado
desenvolvidos, ¢ viavel outros estudos e métodos de analise para avaliar a seguranga, bem como
a efetividade terapéutica das mesmas, pois ¢ através desses ensaios que pode-se avaliar taxa de
metabolizacdo em um organismo vivo, além da utilizagdo de menores concentracdes, de forma
a produzir efeito terapéutico, porém com menor toxicidade, resultando em efeito benéfico para

controle de quadros inflamatoérios.
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