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RESUMO

As nanoparticulas sdo sistemas formados por polimeros biodegradaveis, sintéticos
ou haturais, que tém ganhado cada vez mais espaco em diferentes segmentos da indudstria,
sendo alvos de grandes pesquisas. Estas pequenas particulas apresentam diversas
caracteristicas promissoras aplicaveis na area da saude, incluindo: a liberacdo de farmacos
em sitios especificos, melhora da solubilidade e estabilidade dos principios ativos, assim
como da velocidade de distribuicdo do farmaco. A combinacdo da nanotecnologia com
plantas medicinais, pode ser capaz de potencializar a acdo de extratos de plantas. Para
tanto, muitos sistemas de liberacdo inovadores tém surgido, incluindo as nanoparticulas
poliméricas. Este estudo teve como objetivo principal desenvolver e sintetizar nanoparticulas
poliméricas acrescidas com o extrato aquoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray
para possiveis aplicagfes futuras, visando a melhoria da estabilidade do principio ativo e de
sua acdo terapéutica. A sintese das nanoparticulas ocorreu através do processo de
polimerizagcdo por emulséo, realizada a 800 rpm, onde foram adicionados a uma solugéo
aquosa de HCI 0,01M (pH 2,5 o mondmero n-butil-cianoacrilato (BCA) juntamente com
Dextran®, com posterior incorporacdo do extrato da planta e neutralizacdo do meio com
NaOH. A estabilidade do mesmo foi avaliada quanto a estabilidade fisica e variagdo do pH

antes e apos a adi¢do do extrato, ndo demonstrando variagdes significativas.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas; Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray; poli (n-

butil cianoacrilato)

ABSTRACT

Nanoparticles are systems formed by biodegradable, synthetic or natural polymers,
that have gained significant importance in different industry segments, as well as being the
highlight of essential researches. These tiny particles are applicable in the health segment,
as they present various promising characteristics, such as: site-specific and gradual drug
release, as well as improvement of active principle solubility and stability. The combination of
nanotechnology with medicinal plants could be able to enhance the action of plant extracts,

such so that many innovative drug carriers have emerged, including polymeric nanopatrticles.
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The objective of this study was to develop and synthesize polymeric nanoparticles containing
Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray aqueous extract, aiming to improve the active principle’s
stability and its therapeutic action, for possible future applications. The nanoparticle was
synthesized through the process of emulsion polymerization, at 800 rpm, where the
monomer n-butyl-cyanoacrylate together with Dextran® were incorporated into an aqueous
HCI solution (0,01M, pH 2,5), with posterior addition of the aqueous plant extract and final
reaction neutralization with NaOH. The nanopatrticle system was then evaluated taking into
consideration physical stability and pH variation prior and posterior to the addition of the

extract. The results showed no significant variations.

Keywords: polymeric nanoparticles; Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray; poly (n-butyl-

cyanoacrylate)
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1 INTRODUCAO

Na ultima década houve uma intensificacdo das pesquisas de vetores que possam
controlar a liberacdo de farmacos em sitios especificos de ac¢do, melhorando tanto a
velocidade de distribuicdo quanto o regime de dosagem. Os principais sistemas estudados,
com essas finalidades, tem sido as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e
nanoparticulas). As nanoparticulas, sistemas formados por polimeros biodegradaveis,
sintéticos ou naturais, tem sido empregada em varios segmentos tecnolégicos e biomédicos
pela facilidade do controle das estruturas quimicas, das funcionalidades de superficie e do
didmetro das particulas. (AKAGI et al., 2007)

Véarias estratégias nanotecnoldgicas, tais como nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas lipidicas sélidas, sistemas de cristais liquidos, sistemas precursores para
cristais liquidos, lipossomas e microemuls@es permitem que substéncias com propriedades
diferentes possam ser usadas na mesma formulagéo, permitindo alterar as propriedades e o
comportamento de uma substancia em um ambiente biologico. (BONIFACIO et al., 2014). E
também conhecido que as nanoestruturas podem melhorar a solubilidade e a estabilidade
dos principios ativos, aumentar a acdo de uma formulagdo e combinar com sucesso
substancias ativas de diferentes graus de hidrofilia / lipofilia . Esta tecnologia pode, ainda,
ser empregada para se conseguir a distribuicdo de uma substancia para tecidos ou érgaos
especificos. (SINTOV & SHAPIRO, 2004; CUNHA et al., 2003).

Em paralelo, a utilizagdo de plantas como medicamentos tem sido descrita ao
longo da evolucao da humanidade. A investigacdo da composicdo quimica das plantas
medicinais e das suas aplicacfes para uso geral vem despertando crescente interesse em
varias comunidades cientificas, em raz&o de proporcionar o desenvolvimento de produtos
inovadores e que possuam menor potencial de efeitos colaterais (COSTA et al., 2010). O
uso popular das diferentes espécies de plantas aliado ao conhecimento de estudos
cientificos da aplicabilidade delas, em medicina, também tem sido importante para o
desenvolvimento da industria farmacéutica. Dados demonstram que, de 1981 a 2006, cerca
de 50% dos farmacos aprovados para uso eram derivadas de produtos naturais, direta ou
indiretamente. (FERREIRA & PINTO, 2010).

A combinacdo de plantas medicinais com nanotecnologia, em razdo dos sistemas
nanoestruturados, pode ser capaz de potencializar a acédo de extratos de plantas, reduzindo
as doses necessarias, bem como os efeitos colaterais esperados, e, consequentemente,
implementando a atividade do medicamento. Os nanossistemas podem levar o constituinte
ativo, em concentracao suficiente, dirigindo-o para o sitio especifico da acdo desejada,

durante o todo o processo de tratamento.
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Os processos nanotecnolégicos envolvendo plantas tém sido alvos de pesquisas,
resultando no desenvolvimento de muitos sistemas de liberagdo inovadores, inclusive as
nanoparticulas poliméricas. Esses materiais sdo feitos de polimeros biodegradaveis e
biocompativeis e representam uma opcdo para liberacdo controlada das drogas. As
nanoparticulas poliméricas sd@o sistemas coloidais que funcionam como vetores para
controlar a liberagdo do farmaco, direcionando-o para localizagbes especificas. Comparado
com formulagdes convencionais as hanopatrticulas poliméricas sdo capazes de aumentar a
solubilidade dos constituintes, reduzir a dose terapéutica e melhorar a absorcdo dos
componentes ativos. Além disso, as nanoparticulas, quando circulam na corrente
sanguinea, possuem as vantagens de serem estaveis, nao téxicas, ndo trombogénicas, ndo
imunogénicas, ndo inflamatorias (BONIFACIO et al., 2014). As nanoparticulas poliméricas
podem ser sintetizadas utilizando varios métodos, tendo didmetros que variam de 10 a 1000
nanémetros. Os métodos mais empregados para a produgcédo de nanoparticulas poliméricas
sdo: polimerizacdo in situ (com mondémeros dispersos) e método de precipitacdo dos
polimeros pré-formados. Mas, independentemente do método escolhido, os produtos séo
obtidos como suspensdes coloidais aquosas. (BONIFACIO et al., 2014). A microemuls&o é
emulsdo transparente, onde um 6leo é disperso em um veiculo aquoso, ou vice-versa, e que
contém um tensoativo, com ou sem a presenca de um co-tensoativo apropriado. I1sso gera

um sistema termodinamicamente estavel.

As substancias ativas podem ser carregadas pela microemulsdo, quando
solubilizadas na fase aquosa ou oleosa. As microemulsdes promovem um ambiente restrito
com propriedades particulares e sdo capazes de ligar ou associar moléculas de diferentes
grupos de farmacos, com a finalidade de melhorar a solubilidade, a estabilidade ou a
biodisponibilidade dos farmacos. (OLIVEIRA & SCARPA, 2001; OLIVEIRA et al., 2002).

Vérios autores tém estudado alguns principios ativos de plantas com agfes
especificas tanto antioxidantes quanto cicatrizantes. Dentro da familia Asteraceae, a espécie
Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray. tem sido utilizada como planta medicinal (LACERDA et
al., 2011), possuindo acéo antiinflamatéria (OWOYELE et al., 2004) e contendo compostos
quimicos como fendis totais, taninos e flavondides que contribuem também para uma acgéo
antioxidante (GAMA et al., 2013), anticancerigena (CHOWDHURY et al., 2002; CAI et al.,
2004), antimicrobiana (NASCIMENTO et al., 2000; CUSHINE & LAMB, 2005) e cicatrizante
(NAYAK & PEREIRA, 2006).

Estudos dermatolégicos tém identificado diversos fatores responsaveis pelo
envelhecimento da derme, observando que este € regido ndo apenas pela genética do

individuo, mas também por fatores extrinsecos pertencentes ao ambiente no qual o
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individuo se encontra. Alguns fatores como mudancas hormonais, estresse, raios ultra-
violetas (UV), entre outros, podem acabar ativando mecanismos locais que levam a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CADET et al., 2009). Estas espécies
ocorrem naturalmente nas células do organismo, porém, em situacdes de estresse oxidativo,
0S seus niveis podem aumentar significativamente a ponto de causar dano as células
(BRIEGER et al., 2012). A atividade biolégica destas espécies pode ser reduzida pelo
emprego de antioxidantes naturais oriundos de plantas ou de seus componentes, e sao
representados principalmente pelos flavonoides e outros polifendis (THIELECKE &
BOSCHMANN, 20009).

Este estudo tem como objetivo principal desenvolver e sintetizar nanoparticulas
poliméricas a partir de um monémero, com incorporagdo do extrato aquoso da planta
Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray para possiveis aplicagfes futuras, visando a melhoria

da estabilidade do principio ativo e de sua acao terapéutica.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Preparo das nanoparticulas

Existem diversos métodos para o preparo de nanoparticulas poliméricas, havendo
métodos baseados na polimerizacao in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilatos de
alquila), na precipitacdo de polimeros pré-formados, tais como poli (&cido lactico), poli (acido
lactico-co-acido glicélico), poli (e-caprolactona) e copolimeros do acido metacrilico e de um

éster acrilico ou metacrilico.

Os métodos baseados na polimerizacdo in situ de cianoacrilatos de alquila podem
originar nanoesferas, através da polimerizacdo em emuls&do, ou nanocapsulas, através da
polimerizacao interfacial. Os métodos baseados na precipitacdo ou deposigéo interfacial de
polimeros pré-formados fornecem nanoesferas ou nanocpsulas, e o método de
emulsificacdo-difusdo é uma alternativa para também preparar nanoparticulas a partir de
polimeros pré-formados. (GUTERRES et al., 2012)

Segundo a literatura pertinente, 0 método mais utilizado para o preparo de
nanoesferas é o de polimerizacdo em emulsédo. Trata-se de um método simples, que ndo
utiliza solvente orgéanico, tem tempo de duracao relativamente curto, possui poucas etapas,
tem um bom rendimento, gera nanoparticulas estaveis, e geralmente produz satisfatéria
porcentagem de farmaco encapsulado. Para a aplicacdo deste método é necessario

controlar fatores como: o pH do meio reacional, o tempo de agitacdo da polimerizacdo, a
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velocidade de agitacdo da reagédo e o emprego dos diferentes estabilizantes. (ALYAUTDIN,
et al., 1997; BEHAN, et al., 2001)

O monémero a ser utilizado é o n-butil-cianoacrilato, que atraves do método de
polimerizacdo por emulsdo, resulta em um polimero de nome similar, o poli (n-butil
cianoacrilato). A seguir, as nanoparticulas resultantes devem ser filtradas utilizando
membranas com porosidades definidas e centrifugadas para purificacdo, sendo descartado
0 sobrenadante (XI-XIAO et al.,2006)

2.2 Alincorporacéo do farmaco

A incorporacdo do farmaco as nanoparticulas pode ocorrer por conta da grande area
superficial e da porosidade das estruturas. O extrato pode ser incorporado as nanoesferas
antes da adicdo do monémero, apds a iniciacdo da polimerizacdo, ou adicionado as
particulas pré-formadas. (SIMEONOVA et al., 2003).

3 MATERIAL

e  Mondmero n-butil cianoacrilato (Histoacryl®) — Aesculap AG®

Solugbes de HCI 0,01M e NaOH 0,1M
e Extrato aguoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
e Pissete com agua destilada

o Papel para pesagem

e Espéatula

e Béquer

e  Erlenmeyer

e  Funil de vidro

e  Suporte para funil

o Papelfiltro

e Pipeta graduada de 10 mL

e Micropipeta e ponteiras
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e Filme plastico

e Potencidmetro - Digimed®

e Agitador magnético

e Barra magnética revestida de vidro (“peixinho”)
e Balanca analitica

e Frasco de vidro opaco para guardar o polimero formado

4 METODOS

4.1 Preparo do extrato aguoso

Para a preparacdo do extrato aquoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
foi necessario obter amostras de suas flores, passa-las por um processo de secagem
utiizando uma camara de ar quente a aproximadamente 50°C, num periodo de uma
semana. Apos este processo, as flores foram reduzidas por um moinho, permanecendo em
etanol a 100%, sob agitacdo e a temperatura ambiente durante 24 horas. Esta mistura
passou, entdo, por um processo de filtragdo, sendo concentrado o extrato no evaporador
rotativo, ligado a uma bomba de vacuo até atingir a concentragéo de 0,1 g/mL. (ARMANDO-
JUNIOR, 2014)

4.2 Preparo das solugdes

Para a sintese das nanoparticulas, duas solucdes foram previamente preparadas:
solucao de acido cloridrico (HCI) e solugéo de hidroxido de sddio (NaOH). A solucéao de HCI
ideal deve ter um potencial hidrogeniénico (pH) préximo a 2,5, pois a polimerizacdo é pH
dependente, ocorrendo melhor em meio acido. J& a solu¢cdo de NaOH deve ser béasica, para
neutralizar o pH &cido do meio reacional e assim interromper a reacdo de polimerizacao
(SCHAFFAZIK et al., 2003; VAUTHIER et al., 2003).

As solucdes preparadas foram:
o HCI0,01M com pH 2,5

o NaOH 0,1M com pH basico de 12,7 (na primeira medi¢&o)



X1l Jornada de Iniciagéo Cientifica e VI Mostra de Iniciagdo Tecnolégica

4.3 Preparo das nanoparticulas utilizando n-butil cianoacrilato (BCA)

Para o preparo das nanoparticulas “brancas” (PBCA — Branco), ou seja, aquelas que
contém apenas o polimero, utilizou-se a solu¢cdo de HCI 0,01 M previamente preparada,
verificando se o pH da mesma encontrava-se em um valor de 2,5, ajustando o mesmo se
necessario. Procedeu-se entdo para a pesagem de 100mg (0,01g) do
emulsionante/estabilizante Dextran® e, transferiu-se o mesmo para um Erlenmeyer de
150mL. Adicionou-se 10mL da solucdo de HCI 0,01M (pH 2,5) com auxilio de uma pipeta
graduada de 10 mL, no Erlenmeyer. Posicionou-se a barra magnética revestida de vidro
(“peixinho”) dentro deste ultimo e colocou 0 mesmo no agitador magnético. Aumentou-se a
velocidade cuidadosamente até atingir 800 rpm. Com auxilio de uma micropipeta, 100uL do
mondmero n-butil cianoacrilato (Histoacryl®) foram adicionados a solu¢cdo aquosa de HCI.
Apo6s uma hora de agitagéo continua, adicionou-se entdo a solu¢do aquosa de NaOH 0,1 M,
até atingir a neutralidade (pH = 7,0 + 0,3), a fim de finalizar a reacdo de polimerizacao.
Procedeu-se entédo para a filtracdo com auxilio de funil de vidro e papel filtro. Transferiu-se o
polimero formado para um frasco de vidro opaco, fechou-se 0 mesmo e guardou-o na

geladeira, sendo nomeado como PBCA - Branco.

4.4 Incluséo do extrato aguoso

Primeiramente, 100mg de Dextran® foram transferidos para um Erlenmeyer e entéo
10mL da solucédo aquosa de HCI 0,01M foram adicionados ao mesmo. Sob agitacao, 100uL
do mondmero n-butil cianoacrilato (Histoacryl®) foram acrescentados. Ap6s uma hora de
agitacdo continua, com auxilio de uma micropipeta (de 1000uL) retirou-se 1mL da nano
branca PBCA, sendo esta aliquota transferida para um ependorff devidamente identificado,

e guardado em geladeira.

Adicionou-se entdo 1mL do extrato aquoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray. no Erlenmeyer, permanecendo sob agitacdo por mais trés horas. Ao término de quatro
horas, com a adicao da solucdo aquosa de NaOH 0,1 M até a neutralizacdo do meio
reacional (pH = 7,0 £+ 0,3), obteve-se o término da polimerizacdo. Procedeu-se entédo para a
filtracdo com papel filtro, estocando o polimero em um frasco de vidro opaco em

temperatura refrigerada e, identificando 0 mesmo como PBCA - Extrato.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A emulsdo nanoparticulada apresentou uma coloracdo esbranquicada de aspecto

leitoso (Figura 1).
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Figura 1 Cor da emulsdo antes da adicdo do extrato aquoso

-

A estabilidade fisica da emulsao final contendo o extrato foi avaliada, a fim de se

descobrir se o0 extrato aquoso iria ou nao reagir de forma indevida com o polimero.

O extrato aquoso incorporado possuia coloracdo amarelada (Figura 2), mas ap0s
sua adicdo ao polimero, a emulsao continuou com tonalidade esbranquicada (Figura 3),
permanecendo assim até o final do estudo. A separagdo de fases também n&o foi

evidenciada, sugerindo que esta combina¢éo obteve uma boa estabilidade.

Figura 2 Coloracdo do extrato aquoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
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Figura 3 Comparacao entre as emulsfes obtidas com a adicao do extrato aquoso da planta e sem a

adicdo, respectivamente, alguns dias apds a sintese

Todas as solugdes, extratos e polimeros obtidos foram constantemente monitorados

em relagcédo a variacédo de seus pH (Tabela 1). As leituras foram realizadas em triplicatas e

uma média destas foi calculada para cada componente.

Tabela 1 Valores de pH obtidos das leituras das solu¢8es, polimero e extrato aquoso

Data Solucéo HCI | Solugdo HCI | Solugdo HCI Solugéo Solucéo Extrato Polimero ap6s | Polimero apos
corrigido 1 (0,01M) 2 (0,01Mm) NaOH 1 NaOH 2 aquoso adicdo do correcéo do pH
(0,01M) (0,1M) (0,1M) extrato (PBCA- Branco)
(PBCA - Extrato),
15/02/16 2,47 —_ —_ 12,73 — — —_ —_
17/02/16 2,50 — — 12,73 — — — 7,12
22/02/16 2,57 2,24 2,53 12,88 12,94 — — 7,19
24/02/16 2,52 2,37 2,26 12,88 12,87 — — 6,99
26/02/16 2,58 2,40 2,60 13,15 13,03 4,16 7,15 6,94
29/02/16 2,18 — — 12,88 — 4,14 6,80 7,04
03/03/16 — 2,20 2,49 13,04 12,89 3,76 6,78 —_
07/03/16 — 2,05 2,30 12,99 13,43 4,42 6,92 —
14/03/16 — 2,51 2,28 12,91 13,04 4,07 6,85 —
16/03/16 — 2,24 1,92 12,82 12,8 4,88 6,46 —
22/03/16 — 2,74 2,74 13,46 13,36 4,4 6,96 —_
30/03/16 — 2,44 2,41 12,69 12,77 4,37 6,07 —
20/04/16 — 2,27 2,36 12,76 12,86 4,00 6,60 —

Os valores e datas destacados em vermelho sédo referentes aos dias nos quais

ocorrem as sinteses do polimero sendo: PBCA- Branco sintetizada no dia 17/02/16 e PBCA
- Extrato no dia 26/02/16.

Os valores lidos apds estas datas foram para andlise da

estabilidade do pH do polimero branco comparado ao que contém o extrato, para

investigacdo de uma possivel interferéncia do extrato aquoso na estabilidade da emulsao.
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Grafico 1 Comparacdo semanal dos valores de pH da emulsdo com e sem o extrato aquoso

Variac¢ao do pH do PBCA-Branco vs PBCA-Extrato

7,4
7,2

7
6,8

6,6

pH

6,4
6,2

6
5,8
5,6

5,4
2/15/16  2/22/16  2/29/16  3/7/16  3/14/16  3/21/16  3/28/16  4/4/16  4/11/16  4/18/16

Data

==@==Polimero apos adi¢do do extrato (PBCA - Extrato) ==@==Polimero antes da adigdo do extrato (PBCA - Branco)

Ambas as emulsdes PBCA-Branco e PBCA-Extrato partiram de um pH =7,0 £ 0,3, ja
gue este é o pH necessario para o término da reacdo de polimerizacdo. Através das
semanas é possivel ver que o PBCA-Branco manteve o seu pH relativamente estavel,
permanecendo dentro da variacdo de + 0,3 estabelecida previamente. Porém, ao analisar o
gréfico para o PBCA- Extrato € possivel notar que a diferengca de pH foi muito mais

significativa, atingindo um pH préximo de 6,00.

Uma possivel explicagdo para esta variagdo vem do préprio potencibmetro usado
para as leituras. As leituras do pH do PBCA- Extrato foram entdo realizadas com outro

potencidmetro da marca Marte ®, e uma comparacao foi feita entre os dois equipamentos.
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Tabela 2 Medidas de pH com dois potencidmetros diferentes

Data Potenciémetro Digimed Potenciometro
Marte
03/03/16 6,78 6,78
07/03/16 6,92 6,32
14/03/16 6,85 6,83
16/03/16 6,46 6,76
22/03/16 6,96 6,75
30/03/16 6,07 6,72
20/04/16 6,60 6,30

Gréfico 2 Comparacéo da variacado do pH com dois potencidmetros diferentes

Leituras de pH com diferentes potenciometros
7,2
7
6,8 —e

< 66
6,4
6,2

6
2/20/16 3/1/16 3/11/16 3/21/16 3/31/16 4/10/16 4/20/16 4/30/16

Data
—— pH Potenciémetro Digimed
—— pH Potencidmetro Marte

A analise comparativa entre as leituras de pH com os dois diferentes potenciébmetros,
mostrou que os valores obtidos com o potencidmetro Digimed® tiveram uma variacdo maior.
Em contrapartida, os valores lidos com o potencibmetro Marte® tiveram uma menor
oscilacdo (de 6,83 — 6,72), permanecendo dentro da variacdo de + 0,3 estabelecida a partir
do pH inicial 7. Portanto, a partir destes dados realizados com um novo potenciémetro é
possivel dizer que o extrato aquoso nado teve uma interferéncia significativa na estabilidade

da emulséo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A sintese de nanoparticulas, sejam elas poliméricas ou ndo, com a incorporacao de
farmacos ou ativos € de extrema importancia para o desenvolvimento desta crescente area.
O desenvolvimento das nanoesferas de poli (n-butil-cianoacrilato), permitiu a adicdo do
extrato aquoso da planta Tithonia diversifolia (Hemsl) A. Gray, obtendo-se uma emulséo. Ao
se efetuar uma analise preliminar desta, foi possivel demonstrar que a mesma permaneceu
estavel quanto as suas caracteristicas fisicas e o seu potencial hidrogenibnico. Estes
resultados demostraram que ha uma possivel utilizacéo e futura para este método, podendo
este estudo ser levado adiante com aplicabilidades em diversas formulagdes. Vale a pena
salientar que outros aspectos podem ser mais estudados como, a utilizacdo de um
revestimento visando aumentar a estabilidade da nanoparticula, e analises mais

aprofundadas utilizando, por exemplo, espectroscopia no infravermelho.
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