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RESUMO

Ha grandes esforcos em todo o planeta pela busca de terapias eficazes e com
0 minimo de eventos adversos e colaterais associados. Neste contexto o estudo da
nanotecnologia vem ganhando cada vez mais interesse e forca. Nanoparticulas (NPs)
tém, atualmente, diversas possibilidades de aplicacdo como em inddstrias cosméticas,
biotecnologia e medicina. Por seu tamanho reduzido e suas propriedades, diferentes
das apresentadas pelo mesmo material quando macromolecular, despertam
curiosidade e aplicacbes como sistema de entrega de farmacos (Melo & Pimenta,
2004).

As Nanoparticulas de Silica (NPSi) sdo amplamente estudadas e elucidadas,
suas carateristicas de encapsulamento, possibilidade de modificacdo de formato e
superficie, além da possibilidade de alcancar tamanhos reduzidos e aumentar a
fluorescéncia de alguns compostos fornece a estas NPs visibilidade na area de
desenvolvimento de novas tecnologias (Jeelani et al, 2019). Estes materiais séo
considerados seguros para o consumo em até 1500 mg por dia conforme a FDA
preconiza (Diab et al, 2017).

Embora utilizada h& muitos anos na cultura milenar chinesa como tratamento
para distdrbios no trato gastrointestinal, a berberina (BER) possui diversas
propriedades sistémicas recentemente descobertas (Kumar et al, 2015; Preninger,
1986). Sua absorcao é prejudicada devido ao efluxo através da glicoproteina P e 0
gue consegue ser absorvido passa por metabolismo de primeira passagem através
da acéo do Citocromo P450 (Zhang et al, 2013). Dessa maneira, € possivel inferir que
para esta molécula chegar a um local sistémico de acao em quantidade suficiente para
promover a acao desejada, é necessario protege-la e, mesmo protegendo-a, como
possui efeitos descritos em varios sistemas, € necessario um melhor direcionamento
para garantir a seguranca e eficacia do uso desta molécula de interesse terapéutico.

Seguindo as premissas supracitadas, o presente trabalho apresenta a sintese,
otimizacdo da producdo e caracterizacdo de Nanoparticulas de Silica contendo
Berberina (NPSI-BER) encapsulada, de maneira a buscar alternativas seguras para
uma administracdo eficiente e sustentada da molécula de interesse terapéutico,

baseando-se em estudos prévios que demonstraram possibilidade de melhoria de
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deteccdo da BER (Liu, 2018) e eficacia contra o cancer em rotas de sintese
diferenciadas (Halimani et al, 2009), porém contendo a mesma base de NPSi e BER.

A producao das NPSi-BER foi realizada pelo método sol-gel (stober et al, 1968),
sua otimizacdo se deu pela variacdo das quantidades do precursor, catalizador e
solvente utilizando a rotina de planejamento experimental Box-Behken no Software
Design Expert versao 7, que fornece dados estatisticos das analises dos parametros
escolhidos como objetivos que foram uma alta eficiéncia de encapsulamento, com
tamanho reduzido.

A caracterizacdo por diversas técnicas espectroscopicas e morfologicas
demonstrou a obtencdo de nanoparticulas pequenas (<100 nanbémetros), com
distribuicdo de tamanho homogéneo sendo visualizado por meio do indice de
polidispersividade baixo (<0,1) e microscopia eletronica de varredura, que também
demonstrou o formato esférico, caracteristico das NPSi. Espectros comparativos de
absorcao de luz, emissao de fluorescéncia e analise por infravermelho demonstraram
gue houve encapsulamento da BER, com modificacdo do potencial zeta, sendo as
NPSi-BER mais negativas do que NPSi vazias. A cinética de liberacdo demonstrou o
relaxamento do gel, com liberacdo completa apos 50 horas armazenadas em agua a
temperatura ambiente, dessa maneira estas condi¢cdes ndo séo proprias para o seu
armazenamento, sendo preferivel manté-las secas ou congeladas contendo baixa

quantidade de agua.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Nanoparticulas de Silica, Berberina.
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ABSTRACT

There are great efforts across the planet by the search of effective therapies
and with few adverse and side effects associated. In this context the Nanotechnology
study has been gaining interest and strength. Nanopatrticles have several possibilities
of use as cosmetic industries, biotechnology, and medicine. Its small size and different
properties, arouse curiosity and applications such as the drug delivery system (Melo &
Pimenta, 2004).

Silica Nanopatrticles (SiNP) are widely studied and elucidated, its encapsulation
characteristics, surface and possible shape modification, besides the small size and
increase the fluorescent properties of several compounds, give them visibility in the
area of technologies development (Jeelani et al, 2019). These materials are
considered safe up to 1500 milligrams per day according to FDA (Diab et al, 2017).

Although Berberine (BER) has been used for many years in the ancient Chinese
culture as gastrointestinal tract disorders treatment, recent discoveries have shown
several systemic properties (Kumar et al, 2015; Preninger, 1986). Berberine has
impaired absorption due to efflux by the action of the P glycoprotein and first-pass
metabolism through the action of CYP450. So that the berberine arrives in sufficient
guantity to promote systemic effect it is paramount to protect it and direct it to ensure
safety and effectiveness.

This work presents the synthesis, production optimization and characterization
of silica nanoparticles encapsulating berberine (SINP-BER) aiming safe alternatives
for efficient and sustained administration, based on previous studies that demonstrated
the possibility of improvement on the detection (Liu, 2018) and effectiveness against
cancer (Halimani et al, 2009), both through different synthesis routes but with the same
materials (silica nanoparticles and berberine).

The synthesis was performed by the sol-gel method (Stober et al, 1968) and the
production optimization was performed by varying the amounts of precursor, catalyst
and solvent, using the experimental routine Box-Behken in the Design Expert software.
The chosen parameters were high encapsulation efficiency and small size.

The characterization by morphological techniques demonstrated the
achievement of small nanoparticles (<100 nanometers) with uniform size distribution
by the low polydispersity index (<0,1) and observed from scanning electron

10
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microscopy, which also demonstrated the characteristic spherical shape. Comparative
absorption spectrum of ultraviolet and visible light, fluorescence emission and infrared
analysis demonstrated that there was BER encapsulation, with modification of Zeta
potential, as SINP-BER more negative than empty SiNP. The release kinetics
demonstrated the relaxation of the gel, with complete release after 50 hours stored in
water at room temperature, so these conditions are not suitable for its storage, being

preferable to keep them dry or frozen containing low amount of water

Keywords: Nanoparticles, Silica Nanopatrticles, Berberine.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia compreende o estudo de materiais de nivel atdbmico a
molecular, sendo a escala de tamanho correspondente a 10-° metros. Esta presente
em inuUmeras areas, como a biotecnologia, biologia molecular, medicina eletrdnica,
industria farmacéutica, entre outras (Maziero et al, 2016). Esta tecnologia esti
presente na civilizagdo ha milhares de anos, de forma empirica, como seu uso na
pintura chinesa (tinta nanquim) ou nos vi trais religiosos em que as propriedades
Oticas se mostram diferentes dependentes do tamanho das particulas de ouro (Melo
& Pimenta, 2004).

O tema “Nanoparticulas” (NP) vem sendo amplamente estudado nos ultimos
anos. Estima-se que a palestra do, entédo considerado pai da hanotecnologia, Richard
Feynman intitulada “Ha mais espacos la embaixo”, em 1959 tenha dado inicio a
publicidade desse tema (Schulz, 2018). Um dos pontos principais que faz essa
tematica ser altamente atrativa € o controle da forma e tamanho de nanomateriais que
possibilita a obtencdo de diferentes propriedades fisico-quimicas, estas por sua vez
nao seguem o padrdo estabelecido em macromateriais compostos pelos mesmos
atomos (Melo & Pimenta, 2004).

Como aplicacdo, a area da nanomedicina tem um papel de destaque, com
diversos estudos nos setores de tratamentos e diagndsticos. Dentro desta area
encontram-se 0s sistemas de entrega controlada de farmacos, que compreendem a
criacdo e modificacdo de nanomateriais contendo alguma propriedade terapéutica
buscando direcionar a entrega e reduzir efeitos adversos e colaterais. Como exemplos
podem ser citadas as aprovacdes dos medicamentos Doxil® e Abraxane®, voltados
para o tratamento de cancer pela FDA (Food & Drug Administration) (Cancino et al,
2014).

Inimeras pesquisas vém sendo realizadas com a finalidade de se encontrar
terapias diferenciadas e efetivas para as mais diversas enfermidades. As
Nanoparticulas de Silica (NPSi) tém sido amplamente estudadas e avaliadas como
possiveis carreadores de farmacos e como sondas para novas técnicas de
imageamento (Jeelani et al, 2019) por suas caracteristicas de tamanho,
biocompatibilidade, baixa toxicidade, amorfismo e por serem quimicamente inertes
(Ribeiro, 2013).

18
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Em nossos estudos foi escolhido como molécula modelo a Berberina (BER),
com representacdo da sua estrutura molecular na figura 1, que € um alcaloide
isoquinolinico, inicialmente obtido a partir de diversas familias de plantas, como a
Berberidaceae, Papaveraceae, Fumaraceae, Menispermaceae entre outras
(Preninger, 1986). E amplamente difundida na cultura milenar chinesa e medicina
Ayurveda por suas propriedades associadas a melhora de sintomas do trato
gastrointestinal como antidiarreica, antiparasitaria, antimicrobiana e inibidora da
motilidade gastrointestinal (Kumar et al, 2015; Preninger, 1986). Esta molécula tem
varias outras propriedades farmacoterapéuticas como antidiabética (Pang et al, 2015),
antimicrobiana (More et al, 2017), nefroprotetora (Tang et al, 2014), neuroprotetora
(Soudi et al, 2019), vasodilatadora (Ma et al, 2017), antitumoral em diversos tipos de
canceres (Kumar et al, 2020), entre outras.

Figura 1 - Estrutura molecular do composto BER, adaptadas pela autora utilizando o software
ACDLabs-ChemSketch da Advanced Chemistry Development, Inc® (Barbizan, 2019).

19
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Sistema de entrega de farmacos

Uma terapéutica eficiente é baseada no uso racional de medicamentos,
recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude, que consiste em administrar o
medicamento correto, com uma finalidade adequada as necessidades do paciente no
momento em que se faz necessério, sendo assim deve ser também acessivel (Esther,
2017). Algumas barreiras bem definidas na adesdo e garantia de eficacia do
tratamento consistem nas caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas,
farmacocinéticas, farmacologicas e toxicoldgicas (Chung et al, 2005). Nesse sentido,
€ possivel notar os esfor¢cos da industria farmacéutica e de instituicdes publicas e
privadas de ensino do mundo como um todo em realizarem estudos voltados a
possibilidade de desenvolvimento de condutas terapéuticas que possam ser
inteiramente eficientes, buscando resultados clinicos seguros e cada vez mais rapidos
(Silva et al, 2010).

Um farmaco ideal possui especificidade de forma suficiente a atingir os efeitos
desejados e reduzir os efeitos indesejaveis, principalmente quando se trata de
moléculas citotoxicas (Xavier, 2011). Porém, essa idealizagdo € algo dificil de atingir
apenas com a modificacdo da molécula e pode ser destacado também que o
desenvolvimento de novas moléculas e farmacos € um processo caro e demorado
(Tiwari et al, 2012), com isso caminhos alternativos, como o desenvolvimento de
estruturas que possam realizar uma entrega especifica e sustentada sao almejados.

Os métodos convencionais de administracado e distribuicdo de farmacos tendem
a elevar de forma rapida a concentracao plasmatica, distribuindo de forma sistémica
uma alta quantidade da molécula em guestédo e levando também de forma rapida a
sua metabolizacdo pelo organismo. Esses fatores podem induzir a toxicidade e
também ter efeitos desejaveis dependentes da perfuséo do local de interesse (Morais,
2017). O estabelecimento de sistemas eficientes de entrega de farmacos tende a
buscar um direcionamento da molécula de interesse e sustentacdo da liberagéo,
alcancando estes objetivos seria possivel reduzir a toxicidade e garantir uma

terapéutica eficaz prolongada, como demonstrado na figura 2.
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Figura 2 - Perfil de liberacéo do farmaco em funcao do tempo adaptadas pela autora utilizando-se o
software GraphPad Prism 8 (Morais, 2017).
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Os sistemas convencionais possuem perfis de réapida liberagcdo (como por
exemplo a administracdo endovenosa) e de liberacéo pulsétil (por exemplo em caso
de multiplas administracdes por via oral), enquanto sistemas de entrega de farmacos
buscam uma curva semelhante a de liberagdo controlada.

O tema “Sistema de Entrega de Farmacos” diz respeito a dispositivo ou
formulacdo que viabiliza a introducdo de farmacos em organismos vivos, € € um
processo que compreende a administracdo, biodistribuicdo e transporte através das
membranas bioldgicas (Morais, 2017). Dessa maneira, dissertar sobre a entrega do
farmaco, consiste em trazer a tona conceitos de farmacocinética, pois € essencial uma
via de administracao eficiente, que garanta a absorcao de porcao significativa, uma
distribuicdo coerente para que a molécula de interesse possa chegar em quantidade
adequada no local de acdo objetivado, além de um transporte através de membranas

suficientes com o intuito de promover a agao esperada.

2.2. Nanoparticulas no contexto de nanomedicina

Atualmente, existem numerosos esfor¢cos que visam o desenvolvimento de
novas tecnologias de entrega eficiente de farmacos (Wang et al, 2018), entre elas
podemos destacar os nanomateriais. Trata-se de um sistema moderno e versétil com
aplicabilidade nas mais diversas areas como terapias antitumorais, terapias génicas,

radioterapia, terapias anti-HIV, antibioticos, entre outras (Tiwari et al, 2012).
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As nanoparticulas apresentam suas particularidades e caracteristicas proprias,
diferentes daquelas existentes em macroestruturas, mesmo que 0S componentes
primordiais sejam os mesmos. Essas diferencas ocorrem devido a evidéncia de que
os efeitos quanticos sao manifestados nestas dimensdes e ao aumento da proporcao
entre a area e volume da superficie do nanomaterial (Melo & Pimenta, 2004). Dessa
maneira, a interacdo diferenciada da superficie dos nanomateriais pode ser
aumentada de forma satisfatoria por meio de funcionaliza¢des, garantindo maior
especificidade a terapéutica, além de diversos outros ganhos que séo provenientes
de suas particularidades.

A aplicabilidade das nanoestruturas na medicina se deve a possibilidade de
molde estrutural, tamanho, biocompatibilidade, alta area de superficie e possibilidade
de funcionalizacdo (Jeelani, 2019). A nanomedicina tem como base a busca por
nanoestruturas com aplicabilidade no diagnéstico, tratamento e prevencdo de
doencas (Rocha, K., 2018).

O imageamento e uso de biossenssores com a aplicacdo de nanoestruturas
visa a caracterizagao e localizagéo correta a fim de rastrear doencas ou parasitas, a
busca por um diagndstico precoce e/ou assertivo levando em consideracdo melhores
prognésticos e planejamento de terapéuticas mais especificas. Para esta finalidade,
em geral, sdo estudadas e usadas as chamadas nanoparticulas fluorescentes, das
quais as nanoparticulas de silica fazem parte (Rama et al, 2012).

A entrega de farmacos por nanoparticulas busca melhorar a biodisponibilidade
e a entrega seletiva, reduzindo dessa maneira os efeitos indesejaveis (Crommelin &
Florence, 2013). A possibilidade de liberacdo sustentada e seletiva (Mir et al, 2017)
faz com que muitos esfor¢cos sejam direcionados a fim de melhorar a entrega de
farmacos ja existentes e de efeitos conhecidos. E importante mencionar que com o
tamanho reduzido e as caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas, deve-se seguir
protocolos bem descritos e realizar diversos testes in vitro antes de direcionar o
material para uso, tendo em vista a alta capacidade de travessia de barreiras

biolégicas (Mohammadi et al, 2018).

2.3. Nanoparticulas de Silica

A silica (SiO2) é um material encontrado abundantemente pelo planeta em

minerais, plantas, frutas e cereais, fazendo também parte do corpo humano em unhas
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(maior quantidade), ossos, coracao, musculos, vasos sanguineos e cartilagens (Diab
et al, 2017). Este material pode ser classificado de duas maneiras, dependentes da
sua organizagdo quimica e estrutural: cristalina (quartzo, entre outras) e amorfa
(Nanopatrticulas de Silica - NPSi, Nanoparticulas mesoporosas de silica - NMSi, entre
outras).

As silicas amorfa ou cristalina podem ser obtidas a partir de processos naturais
que envolvem vias Umidas ou térmicas. A maior diferenca entre elas encontra-se no
tamanho das particulas e organizacdo atbmica, sendo a forma cristalina aquela que
apresenta maior grau de organizacao molecular.

Dentre os tipos de silica amorfa, os mais conhecidos e amplamente utilizados
sdo as NPSi e NMSi. A arquitetura da NMSi, area de superficie e volume de poros,
diferencia estes dois tipos de nanoparticulas, onde a rota de producdo é similar,
diferenciando-se apenas pelo uso de um modelo polimérico na obtencdo de NMSi
(Lee et al, 2011). Dentre as diversas rotas sintéticas de obtencédo de silica amorfa, o
processo Sol-Gel, desenvolvido por Stdber e colaboradores, 1968, € o mais utilizado
ainda na atualidade na obtencdo de NPSi e NMSi (Diab et al, 2017). De forma
simplificada, um precursor de silica, o tetraetilortosilicato (TEOS), € um dos mais
utilizados, (figura 3) na presenca de solvente e catalisador (acido ou basico) sob

constante agitacéo resulta na obtencdo do material referido.

Figura 3 - Estrutura molecular do composto Tetraetilortosilicato (TEOS), adaptadas pela autora
utilizando-se o software ACDLabs-ChemSketch da Advanced Chemistry Development, Inc(] (Diab
et al, 2017).
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A formacédo das nanoparticulas se da a partir de processo de hidrolise, em que
inicialmente ha a formacé&o de grupos silandis que se ligam a superficie de substratos
e, posteriormente, ha a condensacdo de grupos siloxanos reticulados (Rahman &
Padavettan, 2012). A presenca dos silanols livres, vicinal, silandis relacionados e

geminais (figura 4), conferem a superficie das nanoparticulas possibilidade de

funcionalizagéo (Comas-Vives, 2016).

23



UNIVERSIDADE DE BR:ASiLIA
FACULDADE DE CEILANDIA

™

B4 Universidade de Brasilia

Figura 4 - Estruturas formadoras das NPsi, adaptadas pela autora utilizando-se o software ACDLabs-
ChemSketch da Advanced Chemistry Development, Inc (Diab et al, 2017; Picolo et al, 2018).
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As NPSi tém sido amplamente utilizadas em industrias, cosméticos e na
medicina. De acordo com a Food and Drug Administration (FDA) e a European Food
Safety Authority (EFSA) é seguro um consumo por via oral de silica amorfa em
guantidades até 1500 mg por dia, dessa maneira sendo considerada segura (Diab et
al, 2017). Por sua biocompatibilidade, seguranca, baixa toxicidade e possibilidade de
producdo em massa com tamanho e forma uniformes, estudos recentes obtiveram
aprovacao para ensaio clinico de esferas de silica menores que 10 nm (Kim et al,
2016).

2.4. Berberina

A BER (figura 5) é um alcaloide isoquinolinico amplamente utilizada na cultura
milenar chinesa e encontrada em diversas plantas como Berberis aristata, Berberis
vulgaris, Berberis petiolaris, Berberis aquifolium, Berberis asiatica, Berberis thunbergii,
Coptis teeta, Coptis chinensis, Hydrastis canadenses, Phellodendron Amurense,
Caulis mahoniae, entre outras (Mirhadi et al, 2018), mas ja possui manufatura por de
sintese quimica (Kumar et al, 2015). Seu uso na medicina oriental consiste como
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corante natural e em tratamento de diarreias e infec¢des intestinais, entretanto de
maneira sistémica esta molécula apresenta um enorme potencial terapéutico como
antimicrobiana (Hung et al, 2019), protetora neuronal (Lin & Zhang 2018), antitumoral
(Kumar et al, 2020), antidiabética (Pang et al, 2015), entre outros (Kumar et al, 2015).

Figura 5 - Estrutura molecular do composto BER, adaptadas pela autora utilizando o software
ACDLabs-ChemSketch da Advanced Chemistry Development, Inc® (Barbizan, 2019).

Diversos ensaios clinicos e laboratoriais in vivo consideraram a BER como
segura (Lan et al, 2015). Os principais efeitos desta molécula no metabolismo da
glicose e triglicerideos esta relacionada a sua atividade estimulatéria da proteina
guinase ativada por AMP (AMPK) e da proteina quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), um dos metabdlitos ativos (canadina) reduz de forma significativa a atividade
inibitéria do cofator NADP* (Li et al, 2014), além da BER também aumentar a
expressado da enzima AKT e do receptor lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Gupta
et al, 2014). E comprovado que o uso de BER associada a mudancas de habitos reduz
mais os niveis de indicadores do diabetes (incluindo a hemoglobina glicada) do que
apenas mudancas de habito ou placebo (Lan et al, 2015).

A neuroprotecdo conferida a BER faz com que esta seja vista como potencial
tratamento da Doenca de Parkinson, Doenca de Alzheimer e isquemia cerebral
(Ahmed et al, 2015; Lin & Zhang, 2018). Os mecanismos mais conhecidos que confere
essa potencial propriedade protetiva neuronal sdo a inibicdo da glicolisacao (Gupta et
al, 2014), atividades antiapoptéticas, antioxidantes e anti-inflamatorias pelas vias da
PIBK/AKT/ Bcl-2, sinalizacdo por AMPK, via Nrf2/HO-1, via ERK1/2 e via de
sinalizagdo SPHK1/S1P (Lin & Zhang, 2018).
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A BER é utilizada como antibiotico contra uma extensa variedade de
microrganismos dentre eles bactérias (principalmente Gram-positivas), fungos,
protozoarios e virus (Hung et al, 2019; Wojtyczka et al, 2014).

A absorcéo por via oral desta molécula é dificultada pelo efluxo da glicoproteina
P (Zhang et al, 2013). A BER tem sua biodistribuicdo prejudicada por sofrer
metabolismo oxidativo de primeira passagem no figado, pela acdo do Citocromo P
450 (CYP450), além de também sofrer conjugacdo, processos que elevam sua
excrecdo (Porru et al, 2018), sua classificacdo no sistema de classificacao
biofarmacéutica é classe Il devido a sua alta solubilidade e baixa permeabilidade
(Elsheikh et al, 2018).

Alguns estudos foram realizados com a utilizagdo de nano silica e BER com
diferentes rotas de producdo e objetivos. Nanoconjugados sao espécies de
nanoparticulas ligadas a molécula de interesse terapéutico covalentemente, a
utilizacao deste modelo foi eficaz como antitumoral em cancer de figado (Halimani et
al, 2009) assim como modelo de NMSi contendo BER envolta por cdpsula biomimética
(Yue et al, 2018). Estudos fluorimétricos demonstraram aumento da fluorescéncia da
BER quando inserida em NPSi pré-produzidas, de forma que este modelo pode ser

usado na deteccdo em amostras (Liu, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo principal produzir, otimizar e analisar
nanoparticulas de silica contendo o composto berberina (NPSI-BER), o qual deve
atuar como um sistema terandstico devido as propriedades farmacoldgicas e

fluorescentes do composto.

3.2. Objetivos Especificos

e Elaborar uma revisdo da literatura focada em NPSi e na molécula de interesse
terapéutico (BER).

e Analisar os parametros usados na otimizacdo da producédo das NPSi-BER.

e Analisar caracteristicas morfologicas e espectroscopicas das NPSi e NPSi-BER:
absorcao e emissao de luz, tamanho, potencial zeta, indice de polidispersividade

e perfil de liberacao.
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4. JUSTIFICATIVA

No mundo todo € possivel perceber esforcos atuais com o objetivo de
desenvolvimento de novas tecnologias de entrega eficiente de farmacos (Wang et al,
2018), com novas descobertas e a dificuldade de modificacao eficiente de moléculas,
a nanomedicina ganha cada vez mais espaco. Com aprovacdes pela FDA (Cancino
et al, 2014) é possivel dizer que estamos avancando para um periodo de entrega
seletiva e sustentada de farmacos.

O Uso Racional de Medicamentos consiste em um dos pilares defendidos pela
Organizacdo Mundial da Saude e compreende as corretas indica¢fes, adeséo, via de
administracdo e doses, de forma que o0 paciente certo receba o correto tratamento
para a sua condicao de saude daquele dado momento (Esher & Coutinho, 2017). Esse
pilar estd em constante evidéncia e duas discussdes que podem ser iniciadas ao
referencid-lo como justificativa para a nanomedicina sdo: a reducdo de efeitos
adversos e colaterais pela entrega seletiva a partir da modificacao superficial atrelada
a melhora da adesdo por proporcionar uma entrega sustentada a partir de uma
liberacdo controlada, melhorando a eficacia e levando a possibilidade de maior
espacamento entre doses.

As NPSi possuem baixa toxicidade e sdo passiveis de modificacdo superficial
(Ribeiro, 2013), o que as torna alvo de diversos estudos dentro das mais diversas
areas de aplicacdo. A BER por sua vez, além de possuir diversas evidéncias sobre
seu amplo espectro de acdo sistémico, possui baixa absorcdo por via oral com a
glicoproteina P relacionada ao seu efluxo (Kumar et al, 2015).

Portanto, este estudo busca contribuir no desenvolvimento futuro de sistemas
de entrega de farmacos oriundos destes materiais e favorecer a evolucao de recursos
terapéuticos. A producdo, otimizacdo e caracterizacdo das NPSIi-BER tem como
objetivo iniciar as pesquisas de obtencdo de dados para possibilidade futura de
utilizagdo deste sistema como entrega deste farmaco e consequentemente atingir

terapéutica eficiente em locais de acdo da molécula escolhida.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiais:

Foram utilizados equipamentos e reagentes disponibilizados nos laboratorios

da Universidade de Brasilia, Campus Faculdade de Ceilandia.

5.1.1. Reagentes

e Berberina (BS MM 320,54 g/mol de Sigma-Aldrich®);

e Metanol P.A. (CH3sOH, MM: 32,04 g/mol grau de pureza de 99,8%, marca
NEON®);

e TEOS P.A. (Tetraetilortosilicato, Si(OC2Hs)s, MM:176,17 de Sigma-Aldrich®);

e Hidréxido de amonio (NH4OH, MM: 35,04 g/mol de Dinamica®);

e Agua foi obtida a partir do Sistema de Ultra Purificacdo de Agua, da marca
ELGA®, modelo PURELAB UHQ PS;

e Brometo de potassio (KBr, massa molar de 119,0 g/mol, grau FTIR, pureza
acima de 99,0 %, marca Sigma-Aldrich®).

5.1.2. Equipamentos

e Capela de fluxo laminar unidirecional, da marca Veco®, modelos CFLV09 e
CFLV1Z2;

e Microtubos de 2,0 mL com tampa articulada, da marca Kasvi®;

e Tubos de polipropileno de 15 mL com tampa, da marca Kasvi®;

e Chapa de agitacdo e aquecimento, da marca Logen Scientfic®, modelo LS61-
220;

e Agitador magnético, marca IKA®, modelo Topolino;

e Espectrofotdmetro Ultravioleta e visivel (UV-vis), marca Hitachi®, modelo U-
3900H da Hight-Tecnologies Coporation®;

e Espectrofotdbmetro UV-vis, marca PerkinEImer®, modelo Lambda 25;

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

e Micropipetas automaticas com escalas variaveis de 2-20 pL, 20-200 pL e 100-

1.000 pL, marca Capp®, modelo Ecopipette;
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e Microscopio eletrdnico de varredura marca FEI® modelo Quanta 250 FEG;

e Centrifuga de bancada para microtubos, marca Eppendorf®, modelo Mini Spin;

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

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

e Medidor de tamanho e potencial zeta, marca Malvern Instruments Limited®,

modelo Zetasizer Nano ZS;

5.2. Métodos

5.2.1. Producéo das nanoparticulas

As nanoparticulas foram produzidas a partir do método Sol-Gel, desenvolvido
e descrito inicialmente por Stdbers e colaboradores, 1968. O método consiste na
formacao de sol com posterior gelificacdo. O sol inicial € composto por metanol e BER
com adi¢cdo de TEOS sob constante agitacéo e posteriormente adicao do catalisador.
A mudanca de aspecto, de transparente a leitoso, indica a formacao do gel, ou seja,
das NPSi contendo berberina. O final do experimento é caracterizado pela evaporacao
completa do catalisador, seguida pela lavagem das nanoparticulas com agua
destilada e centrifugacdo, as nanoparticulas sdo armazenadas em freezer para
posteriores andlises. E importante salientar que a obtencdo das NPSi vazias se da a
partir da retirada da etapa de insercéo da solucdo de BER junto ao solvente inicial.

Estabeleceu-se como objetivos para esta etapa a obtencdo de nanoparticulas
pequenas, com tamanho menor que 100 nm, e que encapsule de maneira satisfatoria
a molécula de interesse, obtendo uma eficiéncia de encapsulamento maior que 70%.0

método de obtengdo das nanoparticulas esta ilustrado na Figura 6.
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Figura 6 - Representacdo da obtencao das Nanoparticulas, obtido a partir do software Biorender feito

pela autora.
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5.2.2. Otimizacao das nanoparticulas

A otimizacdo da producéo das NPSi contendo berberina se deu pela andlise e
0 estabelecimento de parametros de interesse e escolha de proporcdes utilizadas dos
reagentes com o auxilio do Software Design Expert versdo 7 e a rotina de
planejamento experimental Box-Behnken. Foram estabelecidos valores minimos e
maximos de cada reagente principal na producéo das NPSi e o valor de 100 uM como
concentracéo fixa de BER. Os valores estabelecidos foram adicionados ao software e
foi obtida a tabela 1, contendo também os valores médios inseridos pelo programa,

de experimentos necessarios.
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Tabela 1 - Parametros experimentais obtidos a partir de estabelecimento de valores minimos e
maximos pelo software de planejamento experimental Box-Behnken. (Fonte: dados obtidos no
software Design Expert tabela adaptada pelo autor, 2020).

TEOS (mL) Hidréxido de Amoénio (mL) Metanol (mL)

0,10 2,00 16,00
0,10 5,00 12,00
0,20 5,00 16,00
0,30 5,00 12,00
0,10 5,00 20,00
0,20 5,00 16,00
0,30 2,00 16,00
0,20 2,00 20,00
0,30 8,00 16,00
0,20 8,00 12,00
0,20 8,00 20,00
0,20 2,00 12,00
0,20 5,00 16,00
0,20 5,00 16,00
0,10 8,00 16,00
0,20 5,00 16,00
0,30 5,00 20,00

Os parametros experimentais avaliados para escolha das melhores proporgdes
foram Eficiéncia de Encapsulamento (EE%) e Tamanho das Nanoparticulas. A
concentracéo de BER foi obtida por meio de andlise espectrofotométrica na regido do

UV-Vis utilizando-se a lei de Lambert-Beer (Equacgéo 1).
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A = gxbxC Equacgéo 1

Onde A é a absorbéancia do pico em um comprimento de onda especifico obtida,
b € o caminho 6ptico em cm por onde o feixe de luz passa encontrando a amostra
(tamanho do lado da cubeta utilizada) e o € refere-se ao coeficiente de absortividade
molar em comprimento de onda especifico, neste caso 344 nm, onde de acordo com
a literatura (Diaz et al, 2009) €344 = 4570 cm'ixmolixL. Para estas andlises foram
utilizadas cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico, sendo usado como

solvente o metanol.

5.2.3. Caracterizacdo das Nanoparticulas

As nanoparticulas produzidas: NPSi vazias, NPSi-BER e BER em solucéo

foram caracterizadas pelas seguintes técnicas:

Espectroscopia de absorc¢ao na regidao do UV-Vis

Por esta técnica e a avaliacdo da intensidade dos picos obtidos foi possivel
avaliar a eficiéncia de encapsulamento (EE%) das nanoparticulas produzidas, esta
analise foi feita pela determinac¢do da quantidade de BER presente no sobrenadante
gue nao foi incorporado, em comparacgéo com a concentracgéo inicial de BER (Equacéo
2).

EE% = [Farmaco Encapsulado] / [Farmaco adicionado]x100 Equacgéo 2

Esta técnica foi usada também para se determinar o perfil de liberacdo de BER
em funcdo do tempo. Para estas determinacdes foi usada uma cubeta de quartzo de
caminho otico de 1,0 cm e a analise foi realizada no comprimento de onda de 344 nm,
no médulo de aquisicdo de absorbancia. Os principais parametros usados na anélise
foram a leitura na faixa espectral entre 200 e 800 nm, velocidade de varredura 1200
nm/min, slit 2,0 nm e voltagem da fotomultiplicadora em médulo automatico. Os dados
obtidos foram transferidos para o software GraphPad Prism 8.0.2. e posteriormente

foi avaliado o0 modelo matematico mais adequado ao perfil de liberagédo obtido.
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Avaliacao cinética e mecanismo de liberacdo da BER incorporada nas NPSi

Os dados obtidos com o estudo de perfil de liberagcdo das formulacdes
preparadas neste estudo foram analisados de acordo com os principais modelos
matematicos aplicados nos estudos de perfis de dissolugdo matricial, difuséo e
liberacé@o de farmacos. Os modelos aplicados foram selecionados com base em seus
respectivos conceitos tedricos e de acordo com suas aplicabilidades a sistemas de
liberacdo de farmacos baseados em nanoparticulas e microparticulas poliméricas. Ao
todo, sete modelos cinéticos diferentes foram selecionados e suas respectivas
equacOes estao apresentadas na Tabela 2 (Conceicao, 2019).

Tabela 2 - Modelos matematicos utilizados para avaliag@o da cinética de liberacédo de farmacos das
NPSi-BER (Fonte: Conceigéo, 2019).

NUMERO NOME DO MODELO EQUACAO

03 Ordem 0 Q=Kt+Qo

04 12 Ordem Q = Qo ekt

05 Korsemeyer-Peppas Q =K 1t"

06 Higuchi Q =Kt

07 Weibull m = 1- exp [-(t)*/a]

08 Hixson-Crowell QY3 =Kt + Qo8

09 Baker-Londsale 32[1-(1-Q)%3-Q=Kt

Os parametros dos modelos de nimero 05, 07 e 08 foram calculados a partir
de regressao nédo linear e os parametros dos modelos de namero 03, 04, 06 e 09
foram obtidos via regressédo linear. Q = quantidade de farmaco liberado num
determinado periodo de tempo; Qo = valor inicial de Q; t = tempo; K = constante do
respectivo modelo; n = expoente de liberacdo; m = quantidade de farmaco liberado (Q
=100%xm); a = constante de tempo; b = parametro de forma (shape parameter).

As adequacdes de cada uma das equacdes dos modelos estudados foram
avaliadas segundo os valores de R? obtidos a partir da regresséao linear ou nao-linear
dos dados de liberagéo dos compostos. Para as analises linear, os dados foram antes
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transformados para obter uma relagéo linear entre os dados de liberacdo. O modelo
com melhor adequacao foi utilizado para elucidar os mecanismos envolvidos no

processo de liberagdo da BER incorporada a matriz polimérica das NPSi.

Espectroscopia de emisséo de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia de emissdo de fluorescéncia foi usada com o
intuito de avaliar a aplicabilidade das NPSi-BER como sondas para diagnostico devido
a suas propriedades fluorescentes. Assim, as amostras de NPSi-BER foram excitadas
com lampada de xendnio no comprimento de onda de 344 nm, as principais condi¢cdes
usadas nestes experimentos foram faixa de varredura entre 360 e 600 nm, velocidade
de varredura 1200 nm/min, janela de excitacdo 5,0 nm, janela de emisséo 5,0 nm e
voltagem da fotomultiplicadora 400 V. As analises foram realizadas utilizando-se uma
cubeta de quartzo com caminho otico de 1,0 cm e com as 4 faces polidas, foram
adicionados 2,0 mL de agua ultrapura a cubeta juntamente com 20 mg da amostra de
interesse NPSi, BER e NPSi-BER. Os dados obtidos a partir do software FL Solutions®

versao 2.1 foram transferidos para o software GraphPad Prism 8.0.2.

Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier

A preparacdo das amostras foi realizada pela maceracdo de 1,0 mg dos
compostos de interesse juntamente com 50 mg de brometo de potdssio, ambos
mantidos em dissecador para se evitar a presenca de umidade. O macerado foi
pressionado a 80 kN pelo periodo de 5,0 minutos resultando em um disco transparente
o qual foi usado para analise. A varredura do espectro ocorreu na regido entre 400 e
4000 cm? no modo de transmitancia. Os dados obtidos a partir da técnica de FTIR
(Fourier Transformed Infrared), foram tratados com o software IRsolution® verséo 1.50

e transferidos para o software GraphPad Prism 8.0.2¢.

Diametro hidrodindmico e indice de polidispersividade (Pdl)

A partir da técnica de espalhamento dinamico de luz, foi possivel obter o
diametro das nanoparticulas produzidas (nm) e o grau de distribuicdo dessa medida

(PdI, adimensional) variando entre 0,000 e 1,000 de forma que quanto mais proximo
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do valor maximo, maior a variacdo do diametro hidrodinamico entre as particulas em
solucédo. O espalhamento de luz mede o movimento browniano das particulas em
suspensao, a andlise das intensidades com que o laser € espalhado determinam o
movimento browniano, dessa maneira, utilizando a relacdo de Stokes-Einstein, é
possivel obter o diametro das nanoparticulas (Barbizan, 2019). Para esta andlise as
particulas produzidas sdo colocadas em uma cubeta transparente com as 4 faces
polidas contendo 1,0 mL de 4gua deionizada, a qual é introduzida no equipamento
Zetasizer Nano Zs.

Potencial Zeta

O potencial zeta diz respeito a carga superficial das nanoparticulas, obtendo,
portanto, dados a respeito da sua interacdo em meio aquoso, traz informacdes sobre
a sua afinidade em agregar-se ou dispersar-se. E obtida a partir de uma amostra
dispersa em &gua deionizada utilizando o equipamento Zetasizer. A analise foi
realizada em cubeta de andlise de potencial zeta, utilizando 0,2 mL de solucéo de 2
mL concentrada com as nanoparticulas e 0,8 mL de 4gua deionizada no equipamento

Zetasizer Nano Zs.

Caracterizacao morfolégica

A caracterizacdo morfologica foi realizada pela técnica de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). A amostra foi colocada sobre uma laminula de vidro
redondo de 1,0 cm de diametro e seca em dessecador a temperatura ambiente e
pressdo reduzida. As laminulas foram fixadas com fita de carbono dupla face sobre
suporte de aluminio (stub), estas foram revestidas por uma fina camada de ouro por
meio de metalizagdo em atmosfera de argonio. As amostras foram examinadas e
fotografadas sob um aumento de 15000 a 100000 vezes operando a 10 kV no modo

de deteccéo tradicional (SE1 Detector).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de otimizacdo da producédo de nanoparticulas foi realizado e os
resultados obtidos para os pontos de andlise foram inseridos no software Box-Behken.
Ao aplicar os modelos matematicos com obtencdo de ANOVA com p<0,05
(significancia estatistica) foi estabelecido que para obtencdo das particulas com
tamanho menor o modelo matematico cubico seria o de maior predilecdo tendo em
vista p = 0,0151 e para o parametro de EE%, com o objetivo de obtengcé&o de maiores
porcentagens foi estabelecido o modelo mateméatico 2FI obtendo p = 0,0313.

Ao sinalizar que o0 objetivo proposto € a obtencdo de particulas com menor
tamanho e maior eficiéncia de encapsulamento, o software realizou a relacao entre os
modelos mateméaticos definidos e apresentou a tabela 3 contendo parametros

otimizados:

Tabela 3 - Proporgdes otimizadas para a producdo de NPSi contendo BER, dados obtidos a partir do
software de planejamento experimental Box-Behken. Dados extraidos do software Design Expert e
adaptados pelo autor, 2020.

Desejabilidade @~ TEOS NH4OH Metanol Diametro EE%
0,989 0,15 2,00 13,56 42,68 99,00
0,989 0,15 2,00 13,56 42,68 99,00
0,989 0,15 2,00 13,56 42,70 99,00
0,989 0,15 2,00 13,56 42,77 99,00
0,988 0,15 2,03 13,53 43,02 99,00
0,986 0,15 2,14 13,42 44,17 99,00
0,980 0,12 2,00 13,56 47,05 99,00
0,978 0,15 2,47 13,01 48,20 99,00
0,977 0,11 2,00 13,56 48,80 99,00
0,972 0,11 2,00 13,56 51,30 99,00
0,968 0,10 2,00 13,56 53,05 99,00
0,967 0,10 2,00 13,56 53,40 99,00
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0,875 0,10 5,83 20,00 88,59 95,21
0,875 0,10 6,09 20,00 95,67 98,63
0,874 0,10 5,78 20,00 87,07 94,45
0,873 0,10 5,90 19,82 90,03 95,66
0,871 0,10 5,51 20,00 79,84 90,60
0,865 0,10 5,36 18,96 73,75 86,96
0,830 0,21 8,00 20,00 98,76 90,46
0,830 0,20 8,00 20,00 104,43 93,13
0,830 0,21 7,99 20,00 96,23 89,23
0,826 0,18 8,00 19,96 117,155 99,00

E importante ressaltar o uso da funcdo Desejabilidade (Desirability) que diz
respeito a quao préximo dos parametros desejaveis aquela funcao te leva, de forma
que quanto mais proximo de 1,000 mais préximo de atingir nanoparticulas de menor
tamanho com maior EE%.

A fim de obter resultados de caracteristicas espectroscopicas e morfologicas
de qualidade foram produzidas nanoparticulas com os parametros estabelecidos mais
proximos ao percebido no potencial de Desirability de 0,875, que foram estabelecidos
como preferenciais para o modelo linear, que ndo obteve relevancia estatistica mas
por estar tdo préoximo das predilecbes para o modelo relevante, foi escolhido.
Utilizando como concentracdo 100 umol/L do principio ativo (cloridrato de BER), 100
uL do precursor (TEOS), 6,1 mL de catalisador (hidroxido de aménio) e 20,0 mL do
solvente (metanol), conforme destacada na tabela 3. Com objetivo de comparacéo,
foram obtidas também nanoparticulas vazias seguindo as mesmas proporcdes
estabelecidas, e com o mesmo objetivo houve a utilizacdo de BER em solucao
aquosa.

As NPSI-BER obtidas sob as condi¢cdes otimizadas foram analisadas em
triplicata quanto ao tamanho, apresentando diametro hidrodinamico médio de 92,31 +
1,42 nm e indice de polidispersividade 0,060 + 0,011 enquanto as NPSi vazias
apresentaram resultados em triplicata de 93,39 + 1,40 nm com indice de
polidispersividade de 0,085 * 0,010. Dessa maneira é possivel inferir desses
resultados que a presenca da BER néo interferiu no tamanho das nanoparticulas,

tendo em vista que a variacdo em cada producéo e entre elas foi baixa, estando os
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resultados médios obtidos dentro da faixa estabelecida. O indice de polidispersividade
indica também que a variacdo de tamanho é satisfatoria, tendo em vista sua distancia
do valor maximo.

O potencial Zeta das NPSi vazias foi de -38,3 mV e das NPSI-BER foi de -45,2
mV de maneira que ambos ficaram em torno de -40,0 mV demonstrando que ambas
possuem como caracteristica a baixa agregacdo em meios polares, indicando,
portanto, estabilidade. A carga negativa apresentada é devido a natureza TEOS das
NPSi (Vazquez, et al 2017). As nanoparticulas de silica na faixa de pH normal (entre
2 e 12) sdo consideradas nao reativas e a razdo das cargas superficiais sédo fruto da
protonacéo - desprotonacédo dos grupos siloxanos e silandis com formacédo de SiIOH*
e SiO" (Leroy et al, 2013). E importante salientar que caso o objetivo seja a obtencéo
de sistemas de entrega de farmacos com passibilidade de administracéo intravenosa
é preferivel que as cargas superficiais sejam negativas, pois estas possuem tempo de
meia-vida maior sob as condic¢des biolégicas (BLANCO et al, 2015).

A EE% obtida a partir da analise UV-Vis do sobrenadante indicou que apenas
20,76% do composto de interesse terapéutico ndo foi encapsulado, resultando em
uma eficiéncia de encapsulamento de 79,24%. Com esse resultado podemos estimar
que a concentracdo molar de BER encapsulada, corresponde a 1,04x10-° mol/L em
2mL.

O espectro obtido pela andlise na regido UV-Vis apresenta um leve pico
proximo na regido de maior absorcdo da BER no comprimento de onda de 344 nm. A
concentracéo da solucéao de BER foi obtida pela equacao de Lambert-Beer, utilizando
como valor de absortividade molar em agua 4209 cm-txmol-ixL (DIAZ, et al 2009). A
concentragdo utilizada na solugéo de BER foi de 97,71umol/L. A concentragéo das
nanoparticulas foi obtida com base na diferenca entre a concentracdo inicial da
solucéo e a concentracao obtida no sobrenadante, pois a equacédo de Lambert-Beer
nao é adequada para espécies distintas associadas. Portanto, pode-se inferir que com
0 encapsulamento nas NPSi houve reducéo da absorcéo de luz pela BER, de forma a
identificar leves bandas em comprimentos de onda caracteristicos da BER na Figura
7. A reducédo na intensidade de absor¢cdo também ocorreu em virtude do efeito de

espalhamento de luz.

39



UNIVERSIDADE DE BRASILIA ~__ AT - o
I . FACULDADE DE CEILANDIA I Universidade de Brasilia

Figura 7 - Grafico contendo o espectro de absorcéo na regido do UV-Vis da NPSi, NPSi-BER e BER
em solucdo. Obtido através do Software UV Solutions® 3.0 e ajustado no software GraphPad Prism®
8.0.2.
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O espectro relativo a emissdo de fluorescéncia foi obtido ap0s excitagdo no
comprimento de onda 344 nm, para esta medida foi utilizada a solucdo méae de BER,
da qual foi retirado 0,2 mL para as outras andlises, com concentragdo de 0,98x103
mol/L. Dessa maneira foi possivel demonstrar (Figura 8) o aumento da emissao de
fluorescéncia quando a BER se encontra nano encapsulada conforme era esperado,
uma vez que a técnica de emissdo de fluorescéncia ndo possui o fendbmeno de

espalhamento de luz associado (Liu, 2018).
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Figura 8 - Grafico contendo o espectro de emissdo de Fluorescéncia da NPSi, NPSi contendo BER e
BER. Obtido a partir do FL Solutions® versédo 2.1 e ajustado no software GraphPad Prism® 8.0.2.
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O perfil de liberacao foi obtido a partir de leituras sucessivas da absorcéo de
luz pelas NPSI-BER, dissolvidas em 2,0 mL de 4gua, no comprimento de onda de 344
nm. As medidas foram realizadas durante 50 horas, com intervalos pré-determinados.
Neste experimento as amostras foram mantidas ao abrigo da luz e do calor, mantida
em cubeta de quartzo tampada e vedada. Os resultados obtidos foram normalizados
e foram apresentados na forma de porcentagem de liberacdo. Os resultados tratados
foram analisados utilizando modelos matematicos descritos na literatura para
descrever a liberagcdo acumulada ao longo do tempo (Costa, 2019).

O modelo matematico que melhor se enquadrou levando a um ajuste proximo
ao observado em laboratério foi o modelo matematico de Weibull que é caracterizado

pela equacéo 3.

m =1 - e Tdyp/a Equacéo 3

Em que m é a quantidade liberada no tempo t, Td representa o tempo para que
63,2% do farmaco seja liberado, B representa o parametro forma e a representa o

parametro escala. Este modelo matematico ndo descreve parametros cinéticos, mas
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pode ser usado na descricdo ou analise de dissolucdo (Fortunato et al, 2007). A

equacao 4 foi obtida pela analise do software KinetDS3.

m = 100x(1 — e-(tx0.8483)/631,3453) Equacéo 4

O R? obtido para a curva obtida foi de 0,6620 e a curva obtida teve todos os
seus pontos dentro dos valores de Y propostos (entre O e 100%), se apresentando de
maneira semelhante aos resultados experimentais obtidos e formato de parabola
conforme apresentado na figura 9.

O modelo matemético proposto por Korsmeyer-Peppas néo se ajusta a curva,
portanto nao foi inserido na andlise grafica. A equacdo que caracteriza esta andlise é

a equacao 5.

Mt / M = Kipt" Equacao 5

Em que M: € a Liberagdo em um tempo t, M- é a liberagdo em um tempo infinito
e Kkp € a constante de liberacdo de Korsmeyer-Peppas, que incorpora caracteristicas
moleculares (estruturais e geométricas) (Lopes et al, 2005), e sendo n o expoente de
liberacdo. Este modelo considera caracteristicas geométricas e estruturais do
mecanismo de liberacdo (Costa, 2019). Esta equacéo aplicada a andlise obtida foi

expressa como Equacao 6.

Liberacdo (Y) = 0,01430xt07747 Equacéo 6

Com a obtencdo de n = 0,7747 ha a indicacdo de cinética de transporte
andmalo, com a combinacdo do transporte de Caso Il e mecanismos de difusdo
Fickiana (Costa, 2019). Este modelo aplicado aos dados obtidos em anélise
laboratorial leva em conta o relaxamento do gel como processo determinante para a
liberacdo do farmaco e também sua difusdo (Lopes et al, 2005).

A partir destas analises e da simplicidade do teste realizado pode-se inferir que
o0 armazenamento das NPs em agua a temperatura ambiente ocasiona sua liberacéo

completa em 50h, ndo sendo, portanto, estaveis sob estas condic¢des.
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Figura 9 - Analise do perfil de liberacdo, das NPSi-BER contendo os resultados previstos pelos
modelos de Weibull. Obtido pelo software KinetDS3® e ajustado no software GraphPad Prism® 8.0.2.
Condicdes: Temperatura ambiente (15° C a 35° C) em agua deioniza
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A analise do espectro infravermelho foi realizada com o objetivo de
caracterizacdo das NPSi-BER e demonstracéo da presenca do composto de interesse
a partir da comparacdo de espectros. E possivel verificar a presenca de bandas
caracteristicas indicando os seguintes grupos funcionais (Barbizan, 2019; Pinheiro,
2015): 2848 v (C-H); 1683 v (C=C, C=N); 1065 v (C-0).

Os espectros obtidos de BER e de NPSi contendo BER tiveram de forma bem

caracteristica uma certa sobreposicao, como € possivel verificar na Figura 10.
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Figura 10 - Espectro FTIR da BER e NPSIi-BER secas em KBr com aproximadamente 40 mg
sendo aproximadamente 2% de amostra. Gréfico obtido a partir do software IRsolution® verséo
1.50 e manipulado posteriormente no software GraphPad Prism® verséo 8.0.2.
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A andlise morfologica foi realizada apenas com as nanoparticulas contendo
BER sendo obtidas imagens sob uma magnificacdo entre 15000 (Figura 11) e 100000
(Figura 12) vezes, esta analise mostrou nanopatrticulas esféricas com uma distribui¢céo
de tamanho uniforme e com dimensfes pequenas, como previsto pela analise de
espalhamento dinamico de luz.
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Figura 11 - Microscopia Eletrénica de Varredura de NPSi-BER visto sob um aumento de 15000 vezes,
operando a 11,3 kV no modo de detec¢éo de retro espalhamento de elétrons (BSED Detector).

28 PM[11.29 kV |15 000 x |Z Cont| BSED UnB Quanta 250FEG

Figura 12 - Microscopia Eletrdnica de Varredura de NPSi-BER visto sob um aumento de 100000
vezes, operando a 12,2 kV no modo de detecc¢édo de retro espalhamento de elétrons (BSED Detector).

9/18/2018 | HV | mag M@ | mode
4:38:41 PM |12.21 kV| 100 000 x |Z Cont| BSED
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7. CONCLUSAO

A otimizagdo da produgcao das NPs foi analisada a partir do software de
planejamento experimental box-Behnken e, a partir da escolha de equacdes com
relevancia estatistica, foi possivel obter as melhores proporcdes a serem utilizadas
para garantir nanoparticulas pequenas e com alta eficiéncia de encapsulamento.

A producéo e analise das NPs com parametros otimizados teve como resultado
a obtencdo de nanoparticulas menores que o indicado (2,38% menores), com
dispersividade baixa de tamanho (<0,1), com eficiéncia de encapsulamento 19,39%
menor que o esperado, porém a obtencao pode ser considerada satisfatéria tendo em
vista que as nanopatrticulas obtidas tiveram tamanho <100 nm e EE% > 70%.

A caracterizacdo espectroscépica das nanoparticulas demonstrou a presenca
da BER, de forma que bandas caracteristicas puderam ser visualizadas nos
comprimentos de onda de absorcéo de luz ultravioleta e visivel e também no espectro
do FTIR. A emisséao de fluorescéncia foi aumentada de forma significativa conforme
previsto em literatura podendo, portanto, afirmar a possibilidade de utilizacdo de NPSi
como possivel método de deteccdo de BER a partir desta técnica.

O perfil de liberacdo demonstrou baixa estabilidade do encapsulamento da BER
pelas NPSi quando mantidas em agua a temperatura ambiente, de forma que ap6s 50
horas (2 dias e 2 horas) a liberacdo maxima é atingida. A partir da andlise deste
parametro pela equacdo de Weibull é possivel obter o perfil de dissolucdo deste
sistema. Portanto, as NPSI-BER devem ser armazenas secas ou congeladas
contendo pequenas quantidades de agua.

As representacdes obtidas a partir de microscopia eletrénica de varredura
demonstraram nanoparticulas esféricas, como descrito em literatura, pequenas e
pode-se verificar seu tamanho pouco disperso. A partir da analise do seu potencial
zeta € possivel inferir que em meios polares sdo estaveis, mantendo-se distantes,
podendo ser compativeis com a via intravenosa como aplicabilidade.

A BER, como demonstrado pela de pesquisa bibliografica, possui
aplicabilidades diversas dependentes da area onde se encontra. O encapsulamento
desta molécula em nanoparticulas funcionalizadas pode proporcionar uma entrega
seletiva e sustentada, com possibilidade de resultados satisfatorios em doengas como
diabetes, infec¢Bes, cancer ou mesmo em casos vasopressores com objetivo de

vasodilatacao.
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