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RESUMO

O metronidazol, denominado quimicamente por 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-
nitroimidazol € um farmaco derivado sintético do 5-initromidazol, pertencente a
classe dos imidazois, subgrupo dos nitroimidazoéis. Confere atividade
antiprotozoaria, antimicrobiana, sendo clinicamente eficaz na giardiase,
tricomoniase e amebiase. Levando em consideracdo que a terapéutica destas
parasitoses possui um tempo de tratamento geralmente longo, nanosistemas
carreadores de farmacos tornam-se uma alternativa eficaz de auxiliar no controle
de liberacdo do farmaco, adequar sua especificidade e melhorar a seletividade
no local de acédo. Dentre os componentes que podem ser utilizados como nucleo
oleoso de nanocéapsulas, esta o 6leo de melaleuca (Melaleuca Alternifolia Cheel).
Este apresenta atividade antibacteriana, antifingica e antiprotozoaria bastante
promissora. Desta forma o presente trabalho teve por objetivo estudar,
desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo metronidazol e
6leo de melaleuca coencapsulados, como alternativa moderna ao tratamento de
infeccbes envolvendo giardiase e trichomoniase. As nanocapsulas
apresentaram pH acido, didmetro de particula inferior a 300 nm, distribuicao
granulométrica estreita, potencial zeta negativo (-15,68 a -39,58 mV) e eficiéncia
de encapsulacéo (EE) superior a 84%. O estudo da liberacéo in vitro, realizado
em sacos de diadlise, demonstrou que as formulacdes foram eficientes em
controlar a liberacdo da metronidazol. Assim, estas nanoparticulas apresentam-
se como sistemas promissores para administracdo de metronidazol, com
potencial para constituir-se em um tratamento eficaz para giardiase e

tricomoniase.

Palavras chave: Metronidazol, 6leo de melaleuca, liberagcdo in vitro,

nanocapsulas poliméricas, nanotecnologia.



ABSTRACT

Metronidazole, termed chemically by 1- (B-hydroxyethyl) -2-methyl-5-
nitroimidazole is a synthetic derivative of 5-initromidazole, belonging to the class
of imidazoles, subgroup of nitroimidazoles. It shows antiprotozoal activity,
antimicrobial, being clinically effective in giardiasis, trichomoniasis and
amebiasis. Taking into consideration that the therapy of these parasites has a
generally long treatment time, drug carrier nanosystems have become an
effective alternative to assist in drug release control, to tailor its specificity and to
improve site selectivity of action. Among the components that can be used as an
oily nucleus of nanocapsules is melaleuca oil (Melaleuca Alternifolia Cheel), due
to its antibacterial, antifungal and antiprotozoal activity, it is promising. In this way
the present work had the objective to study, develop and characterize polymeric
nanocapsules containing metronidazole and coencapsulated melaleuca olil, as a
modern alternative to the treatment of infections involving giardiasis and
trichomoniasis. The nanocapsules presented acid pH, particle diameter less than
300 nm, narrow particle size distribution, negative zeta potential (-15.68 to -39.58
mV) and encapsulation efficiency of over 84%. The study of the in vitro release,
carried out in dialysis bags, demonstrated that the formulations were efficient in
controlling the release of metronidazole. Thus, these formulations present
themselves as promising systems for administration of metronidazole, with

potential to constitute an effective treatment for giardiasis and trichomoniasis.

Keywords: Metronidazole, melaleuca oil, in vitro release, polymeric
nanocapsules, nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

Infeccbes causadas por parasitas intestinais apresentam-se como um
grave problema de saude publica no mundo. Essas infecgbes tem elevada
prevaléncia em paises pouco desenvolvidos no qual as condi¢des sanitérias, de
higiene e educacéo, sédo precarias. De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), as parasitoses configuram um cenério de 2 a 3 milhdes de ébitos
por ano em todo o mundo, podendo-se citar a ascaridiase, giardiase, amebiase,
malaria e leishmanias como as parasitoses mais frequentes, sendo as criangas
0 grupo de risco mais afetado (ESCOBEDO e CIMERMAN, 2007; WHO, 1990).

A giardiase, causada pelo protozoario Giardia lamblia, na maioria dos
estados do Brasil, apresenta-se prevalente em 20% de escolares e pré-
escolares. A contaminacdo por este parasita ocorre através da contaminacao
fecal-oral, onde ele passa a se alojar no duodeno ou entdo em diversos
segmentos do intestino. Apés estabelecida a relacdo parasita-hospedeiro, esta
parasitose pode ocasionar déficit cognitivo, de crescimento e comprometimento
do estado nutricional. Quando em criangas, temos como consequéncia a ma-
absorcéo de acucares, gorduras, vitaminas A, D, E, K, B12, &cido fdlico, ferro e
zinco (MELO et al., 2004; FERREIRA et al., 2002).

A terapia medicamentosa envolvendo a giardiase geralmente é feita
guando os individuos estdo em fase sintomatica. Dentre as possiveis op¢des de
tratamento estdo os nitroimidazolicos, sendo o metronidazol o mais eficaz. O
tratamento € realizado durante 5 dias, pela administracdo do farmaco de 8 em 8
horas, demonstrando percentual de cura de 98% em até 21 dias apds o
tratamento (FERNANDES, et al., 2012).

O interesse pelo uso de plantas medicinais para tratar patologias cresceu
abruptamente nas ultimas décadas, embora estas ja sejam utilizadas h& séculos
como curativas. Muitas delas séo interessantes do ponto de vista cientifico por
demonstrarem  atividades biolégicas como analgésica, antifingica,
antimicrobiana, antiprotozoaria e anti-inflamatéria. Neste sentido, o 0leo
essencial da melaleuca (Melaleuca Alternifolia Cheel), composto por

hidrocarbonetos terpénicos, tem sido relatado como um excelente agente

13



antiprotozoario pata o combate da giardiase e tricomoniase. (VIEIRA, BARBOSA
e MALTHA, 2004; SIMOES, 2007).

Levando em consideracdo que a terapéutica de giardiases e
tricomoniases possui um tempo de tratamento geralmente longo, fato este que
tem prejudicado a adeséo ao tratamento em alguns grupos populacionais, como
criancas, novas abordagens terapéuticas se tornam bastante interessantes.
Neste sentido, podemos destacar os nanosistemas carreadores de farmacos.
Sistemas formados por nanocapsulas podem, por exemplo, carrear farmacos e
ainda conter associados ao seu nucleo possiveis 0leos com acéo farmacologica.

Portanto, sistemas matriciais poliméricos, como as nanocapsulas,
poderiam encapsular farmacos como o metronidazol e o 6leo de melaleuca e
auxiliar no controle de liberacdo do farmaco, adequar sua especificidade e
melhorar a seletividade no local de acdo. Além disso, € relatado que sistemas
nanoparticulados podem também permitir que seja diminuida a dose utilizada e
desta forma evitar ou minimizar o surgimento de efeitos colaterais (MANFROI,
STEIN e CASTRO, 2009; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar, desenvolver e caracterizar nanocapsulas poliméricas contendo
metronidazol e 6leo de melaleuca coencapsulados, como alternativa moderna

ao tratamento de infec¢des envolvendo giardiase e trichomoniase.

3.2. Objetivos especificos

e Elaborar um estudo de revisdo bibliografica sobre o desenvolvimento de

nanosistemas poliméricos com aplicacao para as doencas parasitarias;

e Preparar, através da técnica de nanoprecipitacdo, suspensdes de
nanocapsulas poliméricas, contendo metronidazol, utilizando Oleo de

melaleuca como nucleo oleoso;

e Caracterizar os parametros quimicos e fisico-quimicos das formulacdes
como teor de farmaco, tamanho de particula, distribuicdo de tamanho,

potencial zeta, pH, eficiéncia de encapsulacéo;
e Revalidar um método analitico para a determinacdo do metronidazol livre
e nanoencapsulado por meio da espectrofotometria de absor¢cdo no

ultravioleta;

e Realizar estudo de liberagdo in vitro do metronidazol a partir das

nanocapsulas poliméricas e compara-lo a dissolucéo do farmaco livre;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Parasitas Intestinais

O conceito de parasitismo é amplo, ele abrange todos os tipos de
interacdes entre a relacdo parasita-hospedeiro, mas de modo geral pode ser
classificado como a relagdo entre dois organismos sendo que um (parasita) vive
no interior ou exterior de um hospedeiro, extraindo deste sua fonte de
alimentacéo e modo de sobrevivéncia (CIMERMAN e CIMERMAN, 2010).

Os parasitas intestinais incluem um vasto grupo de microorganismos,
podendo citar os helmintos e protozoarios como 0s principais responsaveis pela
ocorréncia de parasitoses. Esses microrganismos dentro do hospedeiro, em pelo
menos um dos periodos do ciclo evolutivo, localizam-se no trato gastrointestinal
do homem, podendo provocar diversas alteracdes patoldgicas (NEVES, 2005).

As parasitoses intestinais sdo consideradas um grave problema de saude
publica, principalmente em paises periféricos onde o desenvolvimento
econdmico é muito baixo, ndo havendo condicbes adequadas de saneamento
basico e mas condi¢cdes de higiene. Sua ocorréncia pode variar com o clima,
condicOes socioecondmicas, educacionais e sanitarias da regiao observada, sua
prevaléncia em areas endémicas encontra-se em torno de 85%, jA nos paises
em desenvolvimento podem chegar a 90% de prevaléncia na populacao,
elevando as taxas na medida em que se diminui o nivel socioeconémico
(ORLANDINI, 2009; CIMERGAN e CIMERGAN, 2010).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 1987 mais
de 900 milhdes de pessoas no mundo estavam parasitadas pelo Ascaris
lumbricoides, 900 milhdes por Ancilostomideos e 500 milhdes por Trichuris
trichiura. Estima-se que mais de um bilhdo de individuos no mundo abrigam pelo
menos uma espécie de parasita intestinal, sendo Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura e Giardia lamblia os mais frequentes (WHO, 1990; MACEDO et al.,
2005; BRASIL, 2010).

A contaminacdo por estes parasitas se da através da ingestédo de ovos e
cistos presentes na agua ou em alimentos, também uma forma de contaminacéo
(e muito comum) é a fecal-oral, através de fezes humanas e/ou animais. As

helmintoses com maior ocorréncia em humanos sao: ascaridiose, tricuriase,

16



enterobiose, ancilostomose e estrongiloidiase. Ja as protozooses destacam-se
pela sua maior prevaléncia e importancia na infancia, como a Giardiase e
Amebiase (SILVA e SANTOS, 2001).

O gque preocupa em relagdo a isso é o fato dessas parasitoses estarem
diretamente relacionadas com déficit no desenvolvimento fisico, cognitivo e no
estado nutricional. Em estudos realizados com criancas em situacdes higiénico-
sanitarias precarias, foi observado relacdo entre anemia, desnutricdo energético-
proteica e parasitoses intestinais, ainda as criangas com parasitoses apresentam
pior estado nutricional (peso/altura) quando comparadas a criangcas sem
parasitas (FERREIRA et al., 2002; MOLINA, 1986).

Dentre os agravos nutricionais observados em individuos parasitados
podemos citar a anemia por deficiéncia de ferro, obstrucéo intestinal causada
por Ascaris lumbricoides, desnutricdo energético-proteica naqueles individuos
diagnosticados com giardiase, além de ma absorcéo intestinal, quadros de
diarréia e hipovitaminose A (TSUYUOKA et al., 1999; MUNIZ-JUNQUEIRA E
QUEIROZ, 2002; GUPTA E URRUTIA, 1982; TANUMIHARDJ, PERMAESIH E
MUHILALM 2004; SANTOS et al., 2005).

Dentre os tratamentos farmacolégicos utilizados para a parasitose de
maior importancia na infancia, a giardiase, destaca-se o Tinidazol 50 mg/kg em
dose Unica. Sua recomendacdo se da ndo s6 por sua maior eficacia >90%
guando comparada a outros medicamentos, mas também por apresentar >98%
de cura apos 7 dias ap06s do tratamento, 86% apds 14 dias e 72% apos 21 dias
da administracédo. Por ser um medicamento de tomada Unica, € um fator positivo
e favorece a adesdo ao tratamento (MENDOZA et al., 2003; PENGSAA et al,
1999).

Uma segunda opc¢éo de tratamento é utilizando o farmaco Metronidazol
7,5 mg/kg, sendo administrado de 8 em 8 horas por 5 dias. Esta op¢ao de
tratamento demonstrou percentual de cura de 98% 21 dias apds o tratamento,
ou utilizando suspenséao de 25 mg/ml de 8 em 8 horas, por 10 dias, com taxa de
cura de 96%, 3 dias apos o término do tratamento, porém ainda sao relatados
efeitos adversos, como gastrointestinais (nausea, vémito), além de distarbios do
sistema imunoldgico (angiodema), dentre outros (MANFROI, STEIN e CASTRO,
20009).
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3.2. Metronidazol

O metronidazol, denominado quimicamente por 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-
nitroimidazol (Figura 1) é um farmaco derivado sintético do 5-initromidazol,
pertencente a classe dos imidazois, subgrupo dos nitroimidazoéis. Confere
atividade antiprotozoaria, antimicrobiana, sendo clinicamente eficaz na
giardiase, tricomoniase e amebiase (MENELAQOU, 1999; BRUNTON et al., 2006)

OH

Figura 1 — Estrutura quimica do metronidazol.

A classe dos imidazéis caracteriza-se pela presenca de um nucleo ciclico
pentagonal, contendo dois atomos de nitrogénio. O interesse por este grupo
guimico iniciou-se com a descoberta da azomicina (2-nitroimidazol), que
posteriormente isolada de um estreptomiceto demonstrou atividade
tricomonicida, gerando diversos ensaios biolégicos de compostos
nitroimidazolicos (TAVARES, 1999; MAEDA et al., 1953; HORIE, 1956).

O farmaco foi sintetizado pela primeira vez em 1957, dando inicio aos
estudos sobre sua atividade bioldgica, revelando atividades contra Trichomonas
spp. Mais tarde, observou-se que o metronidazol ndo detia-se somente a essa
atividade, e entdo comprovou-se utilidade clinica importante contra uma
variedade de patdégenos anaerdbios, incluindo bactérias Gram - e Gram + além
de atividade contra Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis (COSAR e JULOU,
1959; HARDMAN et al., 2001).
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Quadro 1 — Espectro de acao do metronidazol

e Balantidium coli;

e Blastocystis hominis;

e Chilomastix mesnili;
Atividade antiprotozoaria e Dracunculus medinensis;
e Entamoeba histolytica;

e Giardia lamblia;

e Trichomonas vaginalis.

Fonte: Adaptado de Silva (2002).

E um farmaco relativamente de baixo custo e altamente versatil, podendo
ser utilizado isoladamente ou em condenacfes com outros tratamentos. A
absorcdo maxima ocorre entre 1 a 2 horas, ap6s administracdo oral, o
metronidazol é rapidamente absorvido, no minimo 80% em menos de 1 hora. O
pico sérico obtido apdés administragcdo oral € semelhante ao obtido apds
administracdo de doses equivalentes por via intravenosa. A biodisponibilidade
oral € de 100% e ndo é modificada pela ingestao de alimentos. Este pro-farmaco
necessita de ativacdo pela reducdo do grupamento nitro, por organismos
susceptiveis, essa reducdo provoca lesdes bioquimicas importantes a
protozoarios e bactérias, como perda da estrutura do DNA, ocasionando a morte
celular (MUNOZ, 2015; HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2001; LAMP et al.,
1999).

3.3. Melaleuca (Melaleuca alternifolia Cheel.)

A Melaleuca alternifélia Cheel. é uma planta utilizada ha séculos, devido
ao seu potencial medicinal. Vulgarmente conhecida como Tea Tree Oil, ou 6leo
da arvore do cha, a melaleuca é uma arvore aromatica que pertence a familia

Myrtaceae. Originéria da Australia, possui grande interesse econémico devido a
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presenca de 6leo volatil armazenado em seus tecidos foliares (SIMOES, 2007;
MONTEIRO et al., 2013).

Essa espécie apresenta-se como uma arvore de pequeno porte (até 5
metros), possui uma fina casca semelhante a espessura de uma folha de papel.
Florescendo apenas no verdo, suas folhas sao afiladas possuindo
aproximadamente 2 cm de comprimento. A melaleuca é nativa da costa
subtropical nordeste da Australia, especificamente na regido de New South
Wales, crescendo e desenvolvendo-se em regides pantanosas ou proximas a
rios (LASZLO, 2007; SILVA et al., 2002).

O termo Tea Tree Oil foi denominado no ano de 1777, por James Cook, o
capitdo observou que a populacdo que habitava a regido de New South Wales
elaborava um ch@, a partir de uma arvore pequena, com folhas verdes escuras,
até entdo desconhecida. Além das suas atribuicbes aromaticas, os nativos da
regido alegavam que a planta possuia propriedade de cura e crencas sobre lagos
(no qual a planta havia sido imersa) também eram muito frequentes na
antiguidade (ALTMAN, 1989).

Com o passar dos anos, tais relatos despertaram a curiosidade de
pesquisadores que passaram a buscar uma explicacdo plausivel para o efeito
curativo da planta. A extracdo do 6leo de suas folhas, por décadas foi realizado
pelo corte manual das de suas folhas e acrescido pelo processo de destilagcdo
em alambiques. Em 1930 teve-se a primeira publicacdo em um Jornal de
odontologia, no qual MacDonald, um pesquisador, relatava propriedades
antissépticas da planta (MACDONALD, 1930).

No final da década de 80, comecaram a surgir os primeiros estudos sobre
a composicédo do 6leo essencial da melaleuca. Através da cromatografia a gas,
os cientistas avaliaram cerca de 800 amostra do 6leo e observaram mais de 100
compostos presentes em suas amostras (BROPHY et al., 1989). O 6leo da planta
€ composto basicamente por hidrocarbonetos terpénicos, em principal
monoterpénos e sesquiterpénos 1,8-cineol e terpen-4-ol (VIEIRA, BARBOSA e
MALTHA, 2004).
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3.4. Oleos Essenciais: importancia e atividade biol6gica

Oleos essenciais (OE) sdo misturas complexas de compostos com baixo
peso molecular e caracterizam-se por apresentar odores caracteristicos e
diferentes colora¢des. Sdo advindos do metabolismo secundario das plantas em
suas mais diversas partes, como folhas, sementes, brotos, raizes e frutas,
apresentando-se como uma rica fonte de compostos biologicamente ativos
(BURT, 2004).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais pode ser bastante variavel,
pois fatores ambientais como temperatura, umidade relativa, duracéo total de
exposicdo ao sol, regimes de ventos e grau de hidratacdo do solo podem
influenciar (SIMOES, 2007).

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas que podem conter de 10 a
60, ou mais, compostos distintos, apresentando-se em diversas concentragoes.
Devido a essa grande quantidade de compostos neles presentes, diversas
atividades bioldgicas sao descritas na literatura cientifica, tais como:
antimicrobianos, antifungicos, analgésicos, antivirais, entre diversas outras
(CARSON, HAMMER e HILEY, 2006; NINOMIYA et al., 2012; GAROZZO et al.,
2011).

A atividade bioldgica dos 6leos essenciais nao € atribuida em apenas um
composto quimico, assim como também ndo é atribuida a apenas um
mecanismo de acdo, portanto a composicado quimica diversificada permite que
varios alvos das células sejam beneficiados. Por possuirem carater lipofilico, os
Oleos essenciais atravessam a membrana plasmatica das células faciimente,
penetram facilmente na mitocondria dos microrganismos, atuando de forma
desestruturante nestas estruturas celulares, o que as tornam mais permeaveis,
perdendo ions e outros conteldos necessarios para a sobrevivéncia celular (DI
PASQUA et al., 2006; SIMOES, 2007).
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3.5. Nanoparticulas — Sistemas Poliméricos

As décadas de 50 e 60 caracterizaram-se por grandes avan¢os ha area
da farmacéutica, no qual surgiram modelos para formulacdes de liberagéo
retardada e controlada de farmacos, com tamanhos menores de particulas. As
primeiras nanoparticulas surgiram no ano de 1960, para producdo de vacinas,
apos varios testes, em 2005 chegou ao mercado o primeiro produto
nanoparticulado, Abraxame® (albumina sérica humana nanoparticulada
contendo paclitaxel), desde entdo novos produtos surgiram utilizando
nanosistemas (KREUTER, 2006).

Nanoparticulas poliméricas sao sistemas carreadores de farmacos,
apresentam-se com tamanho de particula inferior a 1 um e diferem-se entre si
de acordo com sua composic¢ao e organizacao a nivel molecular. Esses sistemas
sdo desenvolvidos visando aumentar o controle de liberacdo do farmaco em
guestdo, a especificidade e a seletividade no local de acdo, assim sendo,
objetiva-se em diminuir a dose utilizada e os efeitos colaterais (BARRATT, 2000;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

Dentro da denominacdo nanoparticulas, temos as nanocapsulas (NC) e
as nanoesféras (NE) que diferem entre si de acordo com sua estrutura
organizacional (Figura 2) (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas
O O
Parede — O 5 CB © 5 a— Matriz
polimérica ) 4 CB 8) ¢y Polimérica
o O o o) CB CD O
oleoso O O
a) b) c)

Farmaco Farmaco

Figura 2 - Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas
poliméricas:a) farmaco dissolvido no ndcleo oleoso das NC; b) farmaco
adsorvido a parede polimérica das NC; c) farmaco retido na matriz polimérica
das NE; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das NE). Fonte: SCHAFFAZICK et al. (2003)
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As NE ndo apresentam 6leo em sua composi¢cao e sao formadas por uma
matriz polimérica no qual o farmaco pode ficar adsorvido ou retido, sem a
presenca de um nucleo. Ja as NC caracterizam-se pela presenca de uma
membrana polimérica disposta ao redor de um ndcleo oleoso, fazendo com que
o farmaco possa estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Este nanosistema apresenta elevado potencial de encapsulamento
de substancias, especialmente fArmacos com caracteristicas lipofilicas, além de
controlarem a liberagéo do farmaco em sitios de acao especificos, destacando-
se assim de outros nanosistemas (COUVREUR et al., 2002; BARRAT, 2003;
SCHAFFAZICK et al, 2003; GUTERRES et al., 2007).

Para a preparacdo destes nanosistemas, encontra-se varios meétodos
descritos na literatura, como por exemplo, a técnica de Fessi et al., (1989), que
utiliza um polimero pré-formado de disposicao interfacial. A partir deste método
€ possivel originar NC de maneira rapida, espontanea, simples e eficiente,
apresentando elevada taxa de encapsulacao do farmaco (SCHAFFAZICK et al.,
2003; GUTERRES et al., 2007).

Esses sistemas tém sido desenvolvidos e utilizados ao longo dos anos
visando diversas aplicacdes terapéuticas, a aplicacdo desta tecnologia visa
aumentar a eficacia de diversos tratamentos, pois permite uma distribuicdo
uniforme e rapida pelo trato gastrointestinal (TGI), reduzir a variacdo na
biodisponibilidade, minimizar os efeitos colaterais, reduzir o nimero de farmacos
usados para o tratamento de uma doenca e entre outros beneficios (LIN E KAO,
1991; UHRICH, 1999).
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4. METODOLOGIA

4.1. Teste de inchamento de polimero/ dissolucéo de filmes poliméricos

Para obtencéo do filme polimérico, aproximadamente 150 mg de PCL,
foram dispersos em 2mL de acetona. Apés a evaporacao do solvente, o filme foi
dividido em fragmentos pesando cerca de 150 mg. A seguir, 0 mesmo foi imerso
em Oleo essencial de melaleuca. Os filmes foram retirados do contato com o
Oleo, secos com papel toalha e pesados em balanca analitica em intervalos de
0, 7 e 16 dias de imerséao, a fim de verificar alteracdes na massa do polimero,

decorrentes de sua interacdo com o 6leo (STANGARLIN et al., 2014).

4.2. Preparacdo de nanocapsulas contendo metronidazol

As nanocapsulas foram preparadas conforme metodologia descrita por
Fessi et al. (1989), incorporando um polimero (nanoprecipitado) pré-formado na
composicdo geral destas, utilizando polimero biodegradavel poli-(e-
caprolactona) (PCL). A composicao geral das nanoparticulas estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Composicdo das suspensdes de nanocapsulas.

Composicao NC-Met-Mel Nc-Br
PCL 0,19 01g
Oleo de melaleuca 160 mg 160 mg

Tensoativo de baixo EHL

monoestearato de 0,077 g 0,077 g
sorbitano

Metronidazol 0,01g -
Acetona 27 mL 27 mL
Agua ultrapura 53 mL 53 mL
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Os componentes da fase organica foram aquecidos a 37 °C em banho
eletrostatico para completa dissolu¢cdo dos constituintes, assim como a fase
aguosa foi composta por (polissorbato 80 — Tween 80) (0,077 g).

Logo apods, a fase organica foi vertida, lentamente sob agitagédo
moderada, através de um funil estreito na fase aquosa, para formacdo das
nanocapsulas. A solucéo foi mantida sob agitacdo e aquecimento moderados
durante 10 minutos. Por fim, a solugcao foi concentrada a um volume final de 10
mL em evaporador rotatorio, para eliminacdo do solvente organico e parte da

agua, em temperatura ambiente e protegido da luz.

4.3. Caracterizacdo quimica e fisico-quimica das formulacfes de

nanocapsulas

As suspensfes de nanocapsulas foram caracterizadas quanto aos
seguintes parametros: diametro de particula, pH, potencial zeta, teor de farmaco

e eficiéncia de encapsulagéo.

4.3.1. Potencial zeta e tamanho de particula

As suspensdes aquosas de nanocapsulas foram caracterizadas quanto
ao seu diametro médio, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta (), por
espalhamento dinamico de luz (DLS) e eletroforese laser Doppler (LDE), medida
a 25°C (NanoBrook 90Plus Zeta®, Brookhaven Instruments Corportation, USA).

As amostras foram diluidas previamente com agua MilliQ® e 0,01 mol/L
de solucdo aquosa de NaCl. Foram filtrados os meios de diluicdo (0,45 um)
antes da analise, porém cada amostra foi utilizada diretamente, sem filtragéo ou
gualquer outro tratamento, a fins de evitar a selecéo das amostras. As medi¢des
foram realizadas utilizando-se trés diferentes lotes para cada formulagédo. Os
valores médios foram obtidos considerando triplicata de analise para trés lotes.

Ainda para avaliar o tamanho da particula, também foi utilizada a técnica
de difratometria de laser, utilizando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern

Instruments) e o acessoério Scirocco® 2000. Apds obtencdo dos dados de
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difracdo de laser, os mesmos foram avaliados utilizando o valor d4,3, no qual
representa o diametro meédio baseado no volume da particula e ainda os valores
de 10% (d10%), 50% (d50%) e 90% (d90%) da distribuicdo, que indicam a
porcentagem de particulas possuindo diametro igual ou inferior ao valor
determinado. O valor do SPAN (Equacdo 1), no qual indica o valor da
polidispersdo do sistema, também foi utilizado para a caracterizacdo das

formulacoes.

SPAN = (Da,o - Do,f)

Dy Eq. (1)

4.3.2. Determinacdo de pH e aspectos macroscoépicos das nanocapsulas

Para realizar a determinacdo do pH foi utilizado um potencidmetro
(Hanna®) calibrado com solucdo tampédo pH 4,0 e 7,0, diretamente nas
suspensdes coloidais, logo apés a preparacdo. Os resultados representaram a
média de trés determinacdes.

As suspensdes de nanocapsulas foram avaliadas segundo a aparéncia
macroscopica, levando em consideracdo a homogeneidade, aspecto leitoso,
branco e opalescente. As suspensdes apresentaram reflexo azulado, resultante

do movimento browniano das nanoparticulas em suspensao.

4.3.3. Doseamento do metronidazol

O doseamento de metronizadol foi realizado através de
espectrofotometria de absorc&o no ultravioleta, utilizando um espectrofotémetro
da marca Shimadzu modelo UV 1800 (Shimadzu Corporation, Japan), conforme
técnica descrita por Lourenco et al. (2010) e revalidada conforme descricéo
abaixo no item 4.4.

A solucéo padrdo estoque de metronidazol foi preparada na pesando-se
10,5 g do farmaco solido (grau de pureza de 99,9%) e completando-se o volume
a 10 mL com solucao de &cido cloridrico (HCI) 0,1 M, obtendo-se uma solucao
de 1,05 mg/mL. As solucbes padrao para a confecgcdo da curva de calibracéo

foram obtidas através da diluicdo correta da solugdo estoque para obtengéo das
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concentracdes 0,0; 0,5; 5,3; 10,5; 13,1 e 21,0 pg/mL, e posteriormente analisado
em espectrofotdmetro. As absorbancias das solu¢cdes padrao para construcéo
da curva de calibracdo e amostra foram lidas em 277 nm, utilizando HCI 0,1 M
para ajuste do zero. Foi calculada a quantidade de metronidazol a partir das
absorbéancias obtidas das amostras com o0 uso da equacdo da curva de
calibracdo. Para o doseamento do metronidazol na nanoformulacédo contendo
Oleo de melaleuca foi realizada a extracdo do farmaco conforme (LOURENCO
et al., 2010). Sucintamente, adicionou-se 100 uL do conteddo da nanocapsula
em baldo volumétrico de 10 mL, o volume foi completado com acetonitrila e
submetido a agitagcdo em vortex durante 30 minutos. Posteriormente filtrou-se a

solucéo e a absorbancia foi medida.

4.3.4. Avaliacdo da taxa de encapsulacdo de metronidazol nas suspensdes

coloidais

Para a determinacgdo da taxa de encapsulagdo de metronidazol, aliquotas
de 400 pL das formulagdes foram submetidas a técnica de ultrafiltracao-
centrifugacdo, utilizando membrana Microcon 10.000 MW, Millipore® em
centrifuga Eppendorf a temperatura ambiente e a 4.500 rpm durante 5 minutos.
As aliquotas de ultrafiltrado obtidas foram concentradas e entdo avaliadas em
um espectrofotometro da marca Shimadzu modelo UV 1800 (Shimadzu
Corporation, Japan) para determinacéo da quantidade de metronidazol livre no
meio aquoso da suspensdo de nanocapsulas. O percentual de encapsulacéo (E)
foi determinado a partir da razdo entre a diferenca da concentracao total de
metronizadol na amostra (CT) e a concentracdo de metronidazol livre (CL) e a

concentracéo total, multiplicada por 100, como mostra a equacgao 2.

CT — CL
E=-——

T x 10

Equacao 2.
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4.3.5. Estudo de liberagao in vitro

4.3.6. Ensaios prévios

Para que o processo de difusdo seja garantido ao longo de todo o ensaio
de liberacdo in vitro, o mesmo deve ser realizado sob condigbes sink
(ANTONOW, 2012). Desta forma, avaliou-se a solubilidade do metronidazol no
meio de dissolucdo, o qual é composto de polissorbato 20 a 2% e HCI| 0.1 M.
Sendo assim, uma amostra foi preparada adicionando-se uma quantidade em
excesso do farmaco a um volume definido de liquido receptor (1,5 mL). Essa
mistura foi submetida a agitacdo em vortex durante o tempo de 1 minuto e
mantida em repouso por 6 horas. Apdés esse periodo, a suspensao foi
centrifugada a 12.000 rpm por 5 minutos. Coletou-se uma aliquota do
sobrenadante, posteriormente filtrada e a concentracdo de metronidazol foi
determinada por espectrofotometria-UV, representando a concentracdo de
saturacdo do farmaco no referido meio de dissolugdo. Esta informag¢do nos
permitiu a determinacdo da condigéo sink a ser utilizada, no qual correspondeu
a 10% da concentracdo de saturacao experimentalmente determinada.

Além disso, construiu-se uma curva analitica para avaliar a concentracao
do metronidazol no meio durante o ensaio de liberagdo. Para isso, foi preparado
0 padrdo estoque como descrito no item 4.3.3, entretanto o volume foi

completado com HCI 0,1 M e polissorbato 20 a 2% (p/v) como solvente.

4.3.7 Avaliacdo da liberagéo in vitro

O estudo de liberacgéo in vitro do metronidazol foi realizado sob condi¢cdes
sink, de acordo com a metodologia descrita por Antonow (2012), pelo método de
dialise. As formulagbes de nanocapsulas contendo metronidazol, assim como a
substancia na forma livre, foram suspensos Tween 20 e HCI 0,1 M e adicionados
em sacos de dialise (12.000-14.000 Da). As membranas de dialise foram
incubadas em 150 mL de meio de liberacao constituido de HCI 0.1 M, contendo

2% (p/v) de polissorbato 20 a 37 °C sob agitacdo continua. Foram coletadas

28



aliquotas de 2 mL do meio de liberacao, nos intervalos de tempo de 2, 5, 10, 15,
30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos. O meio de liberacao foi reposto
a cada coleta. A quantidade de metronidazol liberada foi avaliada em

espectrofotdmetro-UV.

4.4. Validacdo de metodologia analitica por Espectrofotometria de
absorcdo no ultravioleta para a quantificacdo de suspensdes de

nanocapsulas contendo metronidazol

A partir da Resolucéo — RE n° 899 de 29 de maio de 2003, que determina
o Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, define-se que o
processo de validacdo é essencial para definir se uma metodologia desenvolvida
é/lestd adequada aos objetivos a que se destina, a fim de obter resultados
confiaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados e reproduzidos. No
presente estudo, a metodologia utilizada j& havia sido validada anteriormente,
deste modo, realizou-se a revalidagdo da metodologia utilizando alguns
parametros de acordo com a RE 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003).

Para a realizacdo das andlises, utilizou-se espectrofotdmetro da marca
Shimadzu modelo UV 1800 (Shimadzu Corporation, Japan) utilizando detector

ultravioleta em 277 nm.

4.4.1. Linearidade

Para o estudo da linearidade, foram utilizados seis pontos da curva de
calibracdo, utilizando as concentra¢des de 0,0; 0,5; 5,3; 10,5; 13,1 e 21,0 pug/mL,
determinados em trés dias, construindo-se 3 curvas diferentes. Para cada
solucéo 3 replicatas foram obtidas.

A equacao da reta foi obtida através de regressao linear utilizando a curva

média de concentracdo de metronidazol e suas respectivas absorbancias.
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4.4.2. Limites de Deteccao e Quantificacao

O Limite de Deteccdo (LD) e o Limite de Quantificacdo (LQ) foram
calculados a partir da equacao LD = 3.3 x Sa/b e LQ = 10 x Sa/b, respectivamente,

onde Sa é 0 desvio padrdo de intercepc¢édo e b indica a inclinacdo (USP, 2007).

4.4.3. Precisdo

A precisdo foi expressa pelos coeficientes de variacdo (expressos como
desvio padrdo relativo (RSD - do inglés relative standard deviation) dos
resultados obtidos em triplicata, em trés dias diferentes, para trés diferentes
concentra¢des do analito, 0,6; 7,0 e 18,0 pg/mL. As solugdes foram preparadas
pela diluicdo correta da solucdo estoque de metronidazol e o volume do baldo
volumeétrico completado com o meio de diluicdo. O RSD foi calculado a partir da

equacao: S*100/x, onde S é o desvio padrdo e x a média.

4.4 .4. Exatidao

Para determinar este parametro foram preparadas solucdes padrao de
metronidazol em trés diferentes concentracdes 0,6; 7,0 e 18,0 pg/mL (baixa,
intermediaria e alta), analisadas em triplicata. A exatidao foi expressa como a
recuperacdo, em porcentagem, do padrdo: valor medido a partir de valor
medido*100/ valor de referéncia.

4.5 Andlise estatistica

Os resultados de todos os protocolos experimentais foram analisados

estatisticamente mediante a aplicacdo de analise de variancia (ANOVA) com

nivel de significancia de 0,05. Comparacfes multiplas foram realizadas pelo

método LSD (Least Significance Difference) utilizando software SigmaStat 3.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Teste de inchamento de polimero/ dissolucdo de filmes poliméricos

Para o desenvolvimento de nanocapsulas poliméricas, é essencial que o
polimero empregado na constituicdo da parede da estrutura vesicular seja
insolavel, tanto na agua, quanto no 6leo formador do nucleo do nanosistema. No
entanto é de fundamental importancia assegurar que o 6leo em que o polimero
estard em contato ndo provocard alteragbes, como inchamento e dissolugéo
(STANGARLIN et al., 2014)

Filmes de PCL foram colocados imersos em 0leo essencial de melaleuca,
empregado no preparo das formulagcdes, com intuito de verificar uma possivel
interacdo do mesmo com o material utilizado para formacgéo da parede polimérica
das nanocéapsulas. No inicio do experimento a massa do filme de PCL em
contato com o 6leo de melaleuca pesava 130,3 mg, apos 29 dias de imerséo, o
filme de PCL sofreu uma pequena variacéo, apresentando uma massa de 127,5
mg. A avaliac@o do peso no inicio do experimento, e também com 7, 14 e 29 dias
de imersao no 6leo, demonstrou que o polimero PCL sofreu irrelevante variacao
de massa que pudesse predizer significativa solubilizacdo (p<0,05) (Figura 3). A
diminuta variacdo observada provavelmente deve-se ao excesso de 6leo aderido
no filme de polimero no momento da pesagem. Estes resultados encontrados
demonstra a adequabilidade da utilizacdo do 6leo essencial de melaleuca no
desenvolvimento de nanocapsulas, utilizando o polimero PCL para sua

obtencéao.
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Figura 3. Determinacéo da alteragdo da massa do filme de PCL em contato com

0 6leo de melaleuca.

5.2. Caracterizacdo das suspensfes de nanocépsulas contendo metronidazol e

6leo de melaleuca

Tendo em vista o objetivo de elaborar uma nanoformulagéo, contendo
metronidazol e 6leo de melaleuca, adequada, além de assegurar uma liberacédo
controlada do farmaco e elucidar o seu mecanismo de liberacdo as formulacdes
foram desenvolvidas através do método de deposicao interfacial do polimero
pré-formado (FESSI et al., 1988), método este que possui como vantagem a
formacdo instantanea, simples, eficiente e de facil reproducédo de nanocépsulas
(JIMENEZ et al., 2004).

Apbs a preparacdo, observou-se que as formulacdes apresentaram
aspecto homogéneo, leitoso e com coloracdo branco azulada (Figura 3),
caracteristicas peculiares de sistemas coloidais obtidos por nanoprecipitagdo
(SANTOS et al., 2014).
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Figura 4 - Suspensdo de Nanocapsula contendo metronidazol e Oleo de

melaleuca (a) e Nanocapsula contendo apenas 6leo de melaleuca (b).

5.3. Determinagéo do didmetro de particula e polidispersao

De acordo com Schaffazick et al. (2003), na determinacgéo do diametro da
particula e polidispersdo, alguns fatores sdo importantes, podemos citar a
natureza e a quantidade de 6leo empregado na preparacao, hidrofobicidade,
viscosidade e tenséo interfacial dos materiais utilizados.

Apés o preparo, as suspensdes denominadas nanocapsulas brancas (NC-
Br), com melaleuca e sem metronidazol, e nanocpsulas de melaleuca e
metronidazol (NC-Met-Mel), demonstraram diametros médios nanométricos
semelhantes (Tabela 2), (Figuras 4 e 5). Os resultados encontrados no presente
estudo estdo de acordo com o encontrado na literatura, no qual relata que, de
um modo geral, as nanoparticulas poliméricas apresentam tamanho entre 100 a
300 nm (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Tabela 2. Distribuicdo granulométrica por difracdo de laser das nanocapsulas.

Amostra d(0,1) d(0,5) d(0,9) d(4,3) (nm) SPAN
(nm) (nm) (nm) (nm)

Nc-Br 0.079 0.134 0.215 0.142 1.018
Nc-Met-Mel 0.074 0.136 0.245 0.151 1.251

Nc-Br: nanocapsula branca, sem adicdo de farmaco; Nc-Met-Mel: Nanocpsula contendo

metronidazol e 6leo de melaleuca.

Em relacdo a homogeneidade do sistema em sua forma, sugere-se que
valores de polidispersdo (SPAN) inferiores a 2, indicam que a distribuicdo de
tamanho das particulas encontra-se em uma faixa estreita de diametros, ja
valores elevados sugerem heterogeneidade no diametro das nanoformulacdes
(SOUZA et al, 2012; SCHAFFAZICK et al., 2003). As nanoparticulas
desenvolvidas no presente estudo, apresentaram valores de SPAN inferiores a
2, indicando particulas homogéneas e com distribuicdo granulométrica estreita
do sistema. Ainda, observou-se que para a Nc-Met-Mel o SPAN era maior em
comparacao a Nc-Br, porém, esta diferenca nao foi significativa, por ANOVA, pos
teste de LSD (p<0,05). Este fato, pode talvez ser atribuido a interagdo do farmaco
com a nanoparticula e consequente modificagdo estrutural. Ao saber,
previamente, que o metronidazol é parcialmente solavel em 6leo de melaleuca,
parte dele pode estar dissolvido no nucleo oleoso e outra parte aderida ou
adsorvida na parede polimérica.
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Figura 5 - Distribuicdo do tamanho de particula de Nc-Br com base no volume

(a) e numero (b) de particula.
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Figura 6 - Distribuicdo do tamanho de particula de Nc-Met-Mel com base no

volume (a) e numero (b) de particula.
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5.4. Determinacao de pH

Na estabilidade de sistemas coloidais, temos um parametro importante a
ser levado em consideracdo, a medida do pH. Alteragcbes nos seus valores
podem estar relacionadas a degradacdo do polimero ou de algum outro
constituinte utilizado na formulacéo, também pode estar relacionado a difuséo
do farmaco das nanocéapsulas para o meio aquoso (SCHAFFAZICK et al., 2003).
No presente estudo, foram verificados valores acidos, proximos a neutralidade,
para todas as suspensdes de nanocdpsulas. Na tabela 3 pode-se observar a
média dos valores obtidos das suspensdes contendo de metronidazol associado

ao Oleo de melaleuca; e suas respectivas formulacgdes controle.

Tabela 3. Valores de pH das suspensoes.

Formulacdes Medida 1 Medida 2 Medida 3 Média
Nc-Br 5,8 6,1 59 5,930,122

Nc-Met-Mel 6,5 6,4 6,3 6,4+0,081

Os valores de pH encontrados nas formulagbes em estudo, preparadas
utilizando o PCL como polimero, estdo condizentes com o relatado na literatura,
para formulacfes utilizando poliésteres, e preparadas a partir do método de
nanoprecipitacéo. Souza e colaboradores (2017), preparam nanoformulagdes de
poli(e-caprolactona) e obtiveram valores médios de pH de 6,16 (+ 0,16). Em
outros estudos, também foi observado valores de pH levemente &cidos foram
encontrados por Pissinate e colaboradores (2013), no qual avaliou a atividade
antiparasitaria de nanocapsulas contendo pirimetamina e PCL como polimero,
os valores de pH encontrados ficaram entre 5,42 e 6,86. Ourique e colaboradores
(2008) também referiram valores acidos de pH em nanoformula¢gdes contendo
tretinoina, e utilizando o mesmo polimero, verificados os valores entre 5,6 e 6,9.

Os valores de pH mais altos foram observados para as suspensfes de
nanocdpsulas contendo metronidazol, quando comparados com as formulacdes
controle. Fato este pode ser justificado pela natureza levemente basica do
farmaco, uma vez que em sua estrutura quimica apresenta um grupamento metil
(CHs3) (TAVARES, 1999).
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5.5. Determinacao do potencial zeta

Determinou-se o potencial zeta através de técnicas de eletroforese, que
reflete o potencial de superficie das particulas. O valor referente a este potencial
€ influenciavel pelos diversos constituintes das formulagcdes em estudo,
especialmente os polimeros, fosfolipidios (lecitinas) e poloxamers
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Conforme apresentado na Tabela 4, os valores de potencial zeta
encontrados no presente estudo, apresentaram-se negativos, indicando boa
estabilidade, ou seja, as particulas apresentam boa repulsdo e ndo aglomeram-
se facilmente, garantindo a estabilidade fisico-quimica da suspenséo coloidal.
Este fato pode ser justificado devido ao polimero utilizado nas formulagdes
apresentar grupamentos éster em sua estrutura quimica (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

Tabela 4. Valores de potencial zeta e didmetro médio das suspensdes de

nanocapsulas.

Amostra Média de potencial Média de diametro
zeta (mV) medio (nm)
Nc-Br -15,68+0,082 109,50+0,010
Nc-Met-Mel -39,58+1,22 221,35+0,112

O potencial zeta observado nas formulagdes contento metronidazol e 6leo
de melaleuca é quase duas vezes maior das formulagBes controle. Este fato
pode ser justificado pela interacdo do metronidazol com a parede polimérica.
Este constituinte pode ter proporcionado o aumento destas cargas negativas
superficiais, com isso, podemos afirmar realmente que o farmaco esta
interagindo (de forma adsorvida ou ligada) a parede polimérica da nanocapsula,
fato este, visto pelo aumento do didametro médio de particulas quando das

analises realizadas pelo NanoBrook 90PLUS ZETA - Broookhaven.
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5.6. Validacdo de metodologia analitica por Espectrofotometria de absor¢céo no
ultravioleta para a quantificacdo de suspensdes de nanocapsulas contendo

metronidazol

5.6.1. Linearidade

De acordo com a ANVISA (2013), linearidade é a capacidade do método
de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um determinado intervalo.

Obteve-se um coeficiente de determinacédo de 0,9985, mostrando desta

forma a boa linearidade do método conforme demonstrado na Figura 7.

1,200 +
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 + y = 0,0543x - 0,0068

R2 =0,9985
0,200 +

0,000 T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Figura 7. Representacdo gréfica da curva média de metronidazol obtida por

espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta.

5.6.2. Limite de deteccéo e quantificacao

Denomina-se por LD a menor quantidade do analito presente em uma

amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, ja o

LQ a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada
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com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as condicbes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003).

O valor obtido de LD foi de 0,7 ug/mL e LQ de 2,17 ug/mL, valores abaixo
dos determinados nas nanocépsulas, mesmo na primeira coleta do ensaio de
dissolucdo. Portanto, o método pode ser utilizado para a determinacdo do

metronidazol sem prejuizos a quantificacao.

5.6.3. Precisao

A precisao € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem mdultipla de uma mesma amostra. Esta é
considerada em trés niveis. A partir da avaliagdo deste parametro, obteve-se
RSD de 3,26; desta forma o0 método mostrou-se preciso, uma vez que o valor de
RSD determinado foi menor que 5%, valor maximo aceitavel preconizado pela
ANVISA (ANVISA, 2003).

5.6.4. Exatidao

A exatiddo é caracterizada como a proximidade dos resultados obtidos,
pelo método em estudo, em relagcdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003).
Obteve-se uma recuperacdo de 118,12%, 85,85% e 100,32% para as trés
concentracdes, respectivamente. O método apresenta boa exatiddo, pois esta
dentro do preconizado pela ANVISA de 80-120%.

5.7. Doseamento do metronidazol nas suspensdes coloidais e determinacao da

taxa de encapsulacao

As formulacdes Nc-Br e Nc-Met-Mel foram avaliadas quanto ao contetudo

de farmaco, apresentando concentracdes experimentais bem proximas a

concentracdo teorica (1,05 mg/mL). Para o doseamento do metronidazol
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Inicialmente construiu-se a curva padrao conforme ja descrito e os valores de
absorbancias substituidos no y da equacéo da reta obtida.

Observou-se a média da concentracdo teorica de 10,72 mg/mL e média
do percentual de recuperacdo de 105,12 + 1,33 % em relacdo a quantidade
adicionada.

A taxa de encapsulacdo da metronidazol indica elevado poder de
encapsulamento pelas nanocapsulas, visto que o valor encontrado foi superior a
84,50%. Em trabalhos relatados na literatura, a capacidade de encapsulacéo de
compostos lipofilicos em nanocépsulas foi superior ao obtido pelo metronidazol.
Neste seguimento pode-se citar como exemplo os valores obtidos para
Lychnopholide, que variaram entre de 95,4% na formulacgéo utilizando PCL como
polimero e 100% para formulacao utilizando o polimero PLA-PEG (MELLO et al.,
2016). Valores semelhantes também foram encontrados no estudo conduzido
por Maha e colaboradores (2015), no qual avaliaram a taxa de encapsulamento
de Miltefosina, para tratamento de leishmaniose visceral, obtendo valor superior

a 90% de encapsulagéo.

5.8. Liberacao in vitro

Sistemas coloidais, como as nanocapsulas, controlam a liberacdo de
farmacos em sitios especificos de acdo. Estes sistemas otimizam a velocidade
de cedéncia e o regime de dosagem das substancias. A liberacdo de farmacos
pode ser alteradas por diversos fatores, a partir de sistemas nanocarreadores,
como o método de preparacdo das nanoparticulas, a degradacdo da matriz
polimérica, afinidade entre o farmaco e a matriz, cristalinidade do farmaco,
natureza do nucleo oleoso das nanocapsulas, condi¢cdes do ensaio de liberacao,
entre diversas outras (SANTOS et al., 2012; ANTONOW, 2012; SCHAFFAZICK
et al., 2003).

No presente estudo, a liberacdo in vitro de nanocapsulas contendo
metronidazol e 6leo de melaleuca foi realizada utilizando o método de sacos de
didlise. O ensaio de demonstrou que as nanoformulacbes controlaram a
liberacdo da metronidazol em comparacgao ao farmaco livre. A taxa de liberagcao
do metronidazol a partir da suspensao de nanocapsula foi de 100% em 360

40



minutos (Figura 8) enquanto que a taxa de dissolu¢cdo do farmaco livre foi de
100% em 240 minutos. De modo geral, observou-se uma liberacdo sustentada
de metronidazol quando carreado pela nanocapsula, o que demonstra um

resultado positivo, visto o objetivo destes nanocarreadores.
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Figura 8 - Perfil de liberagdo do metronidazol livre (MET Livre) e

nanoencapsulado (NC MET).

Ribas e Cruz (2013) verificaram que o cetoprofeno associado a
nanoparticulas, apresentou um perfil de liberacdo bifasico, tendo uma rapida
liberacéo inicial e posteriormente uma liberagcédo sustendada. Observou-se que
aproximadamente 100% do farmaco foi liberado, das nanocapsulas, em quatro
horas de ensaio. Ja outro estudo realizado por Santos e colaboradores (2012),
contendo nanoparticulas lipidicas soélidas contendo dapsona, demonstrou que a
difusdo da dapsona, a partir das teosferas, ocorreu de maneira sustentada,
liberando aproximadamente 52% de farmaco em um periodo de 12 horas,

enguanto o farmaco livre dissolveu mais de 100% no mesmo periodo.
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6. CONCLUSOES

Apés analise dos resultados e considerando os objetivos propostos no

presente estudo, € possivel obter algumas conclusdes em relagdo ao trabalho

realizado:

O desenvolvimento de suspensfes de nanocapsulas de metronidazol

mostrou-se viavel mediante o emprego do 6leo essencial de melaleuca,;

As suspensfes de nanocapsulas apresentaram diametros de particula
nanométricos, distribuicdo granulométrica estreita, teores totais proximos

as concentracgdes tedricas e elevada eficiéncia de encapsulagéo;

O perfil de liberagao in vitro obtidos com o0 método de dialise demonstrou
gue a nanoformulacéo proporciona uma liberacdo semelhante ao farmaco
na forma livre, porém, observou-se que a nanocapsula sustena a

liberagéo do farmaco em estudo.

A técnica de doseamento do metronidazol por espectrofotometria de
absorcdo no ultravioleta apresentou-se como um meétodo alternativo,
rapido, pratico, de baixo custo, com menor utilizacdo de solventes
organicos e conseguentemente menor geracao de residuos, quando
comparados a métodos tradicionais, como por cromatografia liquida de

alta eficiéncia.

O método revalidado apresentou resultados precisos, lineares, exatos e

reprodutiveis; ressaltando mais uma vez seus beneficios.

A patrtir dos resultados obtidos tem-se como perspectiva futura a continuidade

dos experimentos visando realizar estudos de citotoxicidade do 6leo essencial

de melaleuca objetivando estabelecer a seguranca toxicologica do 6leo utilizado

nas formulagcbes. Também, pretende-se realizar a elaboracdo de um gel para

aplicacao topica, visando atividade antiparasitaria de trichomonas vaginalis.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo realizar uma revisao bibliogréafica sobre o uso das
nanoparticulas poliméricas aplicadas a agentes antiparasitarios, bem como descrever as
principais técnicas utilizadas. A revisdo da literatura foi realizada por meio de consulta a
base de dados PubMed. Realizou-se a busca através da inser¢cdo de dos termos
“Antiprotozoal Agents” e “Antiparasitic Agents” associados aos termos “Nanocapsules”,
“Nanoparticles”, “Nanosistems”, “Nanobiotechnology” e “Nanotechnology”, conforme
desfecho de interesse. Foram selecionados artigos em inglés publicados entre 2013 e
2017. Foram excluidos do estudo, artigos que possuiam o mesmo titulo com ambos
descritores, estudos que utilizaram outras nanoformulacdes, além daqueles que néo
possuiam descritos 0s procedimentos de obtencdo das nanocapsulas e/ou os resultados
das suas propriedades fisico-quimicas. Foram selecionados 9 artigos que abordaram o
tema proposto para serem utilizados nesta revisdo. Dentro os artigos selecionados,
observou-se que 33.33% relacionavam-se a agentes antiparasitarios utilizados contra o
parasita Trypanosoma evansi e 22.22% investigou a acdo de agentes antiparasitarios
contra Trypanosoma cruzi. Foi possivel observar que existem poucos relatos cientificos,
nos ultimos cinco anos, relacionando o uso de agentes antiprotozoarios incorporados a
nanocapsulas, indicando um vasto campo de pesquisa ainda a ser desenvolvido com

relacdo ao uso da nanotecnologia.

Palavras-chave: Agentes antiparasitarios, Nanocapsulas, Nanotecnologia
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ABSTRACT

The present study aimed to carry out a literature review on the use of polymer
nanoparticles applied to antiparasitic agents, as well as to describe the main techniques
used. The review of the literature was carried out by consulting the PubMed database.
The search was performed by insertion of the terms "Antiprotozoal Agents" and
"Antiparasitic Agents" associated with the terms "Nanocapsules”, "Nanoparticles”,
"Nanosistems”, "Nanobiotechnology" and "Nanotechnology", according to the outcome
of interest. English articles published between 2013 and 2017 were selected. Articles that
had the same title with both descriptors, studies that used other nanoformulations were
excluded from the study, besides those that did not have described the procedures of
obtaining the nanocapsules and / or the results of the its physicochemical properties. We
selected 9 articles that addressed the theme proposed for use in this review. Within the
selected articles, it was observed that 33.33% were related to antiparasitic agents used
against the parasite Trypanosoma evansi and 22.22% investigated the action of
antiparasitic agents against Trypanosoma cruzi. It was possible to observe that there have
been few scientific reports in the last five years relating the use of antiprotozoal agents
incorporated in the nanocapsules, indicating a vast field of research still to be developed

in relation to the use of nanotechnology.

Keywords: Antiparasitic agents, Nanocapsules, Nanotechnology.
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INTRODUCAO

A nanotecnologia € um campo da ciéncia extremamente novo, e vem crescendo
consideravelmente durante as Ultimas décadas. Apresenta-se como uma tecnologia
promissora e inovadora, por projetar novos materiais com novas fungdes, e também,
proporcionar a aqueles materiais existentes melhorias em suas propriedadest. Trata-se de
um conjunto de técnicas empregadas na manipulacdo de materiais em escala
manomeétrica, sendo considerados aqueles que, apds sua sintese, apresenta particulas que
atinjam diametros inferiores a 1 um, ou seja, 10° m (SAhoo & Labhasetwar, 2003;
Schaffazick et al., 2003).

Sua aplicacdo se d& em diversas areas, porém é na industria farmacéutica, que a
tecnologia vem crescendo expansivamente nos ultimos anos. Com o passar do tempo,
estudos envolvendo a veiculacdo de farmacos em nanoparticulas, como antimicrobianos,
antifungicos, extratos vegetais com propriedades bioativas, antiparasitarios entre outros,
foram descritos na literatura, apresentando diversos resultados benéficos do ponto de vista
cientifico como entrega direcionada do farmaco, liberacdo controlada, aumento da
solubilidade e biodisponibilidade de drogas pouco sollveis em agua, e por apresentarem
pequeno tamanho, a permeabilidade dos farmacos no cérebro, tecidos de cancer e outros
orgdos tornou-se possivel (Ali et al., 2014; Albanese, Tang & Chan, 2012; Sahni, Baboota
& Ali, 2011; Amaral et al., 2009; Bhat, Rizvi & Kumar, 2004; Pinto-alphandary,
Andremont & Couvreur, 2000).

Um dos alvos de estudos utilizando nanoparticulas carreadoras de farmacos sdo
as doencas parasitarias. Porém, sdo encontrados poucos estudos na literatura abordando
especificamente este assunto tdo importante para a salde das pessoas. Pesquisas
demonstram que aproximadamente 300 espécies de helmintos e mais de 70 espécies de

protozoarios ja foram relatados em seres humanos, sendo estas as responsaveis pela causa
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da morte de aproximadamente duzentas mil pessoas por ano ao redor do mundo.
(Edrissian et al., 2016; Bahmani et al., 2014).

Dentre as doencas parasitarias mais comuns, podemos citar a doenga de chagas,
toxoplasmose, leishmaniose e malaria, sendo esté Ultima responsavel por afetar mais de
dois bilhdes de pessoas no mundo. Além disso as parasitoses intestinais, como a giardiase,
ascaridiase, tricuriase e amebiase, apresentam elevada prevaléncia mundial. Estas
doencas sdo consideradas um grave problema de satde publica, principalmente em paises
periféricos onde o desenvolvimento econdmico é muito baixo, ndo havendo condigdes
adequadas de saneamento basico e méas condicbes de higiene (Bahmani et al., 2014;
Klein, 2013; Visser et al., 2011, Brasil, 2010).

Visto os beneficios que os sistemas matriciais poliméricos vem demonstrando ao
longo dos anos e a elevada prevaléncia de doengas parasitarias no mundo, este estudo
teve por objetivo realizar uma revisdo da literatura cientifica sobre o uso das
nanoparticulas poliméricas aplicadas a agentes antiparasitarios, bem como descrever as

principais técnicas utilizadas e os resultados obtidos através dos estudos.

MATERIAIS E METODOS

A revisdo da literatura foi realizada por meio de consulta a base de dados
bibliografica PubMed. Realizou-se a busca através da insercdo de DeCS (Descritores e
Ciéncias da Saude) e termos livres nas bases de dados. Os termos “Antiprotozoal Agents”
e “Antiparasitic Agents” foram associados aos termos “Nanocapsules”, “Nanoparticles”,
“Nanosistems”, “Nanobiotechnology” e “Nanotechnology”, conforme desfecho de
interesse. Foram selecionados artigos em inglés publicados entre 2013 e 2017, que
abordaram a elaboracéo e utilizacao de formula¢es de Nanocapsulas aplicadas a agentes
antiparasitarios, dentre revisGes de literatura e ensaios experimentais, que abordaram os

topicos de interesse para esta revisdo. Foram excluidos do estudo, artigos que possuiam
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0 mesmo titulo com ambos descritores, estudos que utilizaram outras nanoformulagdes,
além daqueles que ndo possuiam descritos 0s procedimentos de obtencdo das

nanocépsulas e/ou os resultados das suas propriedades fisico-quimicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram identificados 169.109 publicacdes utilizando os termos de
indexacdo individualizados, ao iniciar a combinacdo dos termos conforme objetivo do
estudo, encontrou-se 107 publica¢des utilizando os descritores “Antiprotozoal Agents” e
“Antiparasitic Agents” associados aos termos “Nanocapsules” ¢ “Nanoparticles”. Apos
aplicar os critérios de inclusdo e exclusao, selecionou-se 28 artigos para leitura na integra,

e por fim, foram selecionados 9 artigos que abordaram o tema proposto (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma do processo de selecdo dos artigos pesquisados. O nimero de

artigos em cada etapa esta indicado entre parénteses.

‘ Referéncias recuperadas com termos individualizados (169.109) ‘

Antiprotozoal Agents Antiparasitic Agents
(19.547) (25.562)

Nanocapsules Nanoparticles Nanocapsules Nanoparticles
(2.135) (83.644) (2.135) (83.644)
Antiprotozoal Antiprotozoal Antiparasitic Antiparasitic
Agents + Agents + Agents + Agents +
Nanocapsules Nanoparticles Nanocapsules Nanoparticles
(47) (450) (60) (552)

‘ Artigos selecionados apds leitura dos titulos e resumos (107) |

‘ Artigos selecionados para leitura na integra (28) ‘

‘ Artigos selecionados (9) ‘

Os dados dos artigos selecionados utilizando nanocépsulas aplicadas agentes

antiparasitarios estdo descritos na Tabela 1. Para fins didaticos esta revisdo foi
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subdividida em sessdes, inicialmente serd abordado uma breve revisdo bibliogréfica sobre

nanoparticulas poliméricas e processo de sua obtencdo, posteriormente suas aplicacfes

em agentes Antiparasitarios, como proposto.

Tabela 1. Resumo dos achados obtidos de trabalhos que avaliaram o uso de

nanoparticulas poliméricas e sua incorporagao a agentes antiparasitarios.

Autor e ano de Agente .
s ) . Parasita Uso
publicacdo Antiparasitario
Lychnophora
. Trypanosom Doen
De Mello et al., 2016  trichocarpha Spreng ypa 0§0 a oenca de
cruzi Chagas
(Asteraceae)
) ) Schistosoma )
Mabha et al., 2015 Miltefosina I ) Esquistossomose
mansoni
Achyrocline Trypanosoma .
Souza et al., 2017 .. . Mal de Cadeiras
satureioides evansi
Baldisera et al., 2014 Melal_e l{c_a Trypanos_oma Mal de Cadeiras
alternifélia evansi
] T )
Gressler et al., 2015 Curcumina rypanospma Mal de Cadeiras
evansi
L. .. ] Toxoplasma
Pissinate et al., 2014 Pirimetamina goF;dii Toxoplasmose
Echinococcus Equinococose
Penzel et al., 2015 Albendazol L.
granulosus cistica
Grando et al., 2016 Melal_etfc_a Haemonchus Hemoncose
alternifélia contortus
) Lychnophor
Branquinho et al., trichg’((::ar Oﬁag e:en Trypanosoma Doenca de
2014 pha spreng cruzi Chagas

(Asteraceae)

e Nanoparticulas: Sistemas poliméricos

As décadas de 50 e 60 caracterizaram-se por grandes avangos na area da industria

farmacéutica, no qual surgiram modelos para formulacdes de liberacdo retardada e

controlada de farmacos, com tamanhos menores de particulas. As primeiras

nanoparticulas surgiram no ano de 1960, para produgdo de vacinas, apos Varios testes, em
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2005 chegou ao mercado o primeiro produto nanoparticulado, Abraxame® (albumina
sérica humana nanoparticulada contendo paclitaxel), desde entdo novos produtos
surgiram utilizando nanosistemas (Kreuter, 2006).

Nanoparticulas poliméricas sdo sistemas carreadores de farmacos, apresentam-se
com tamanho de particula inferior a 1 ym e diferem-Se entre si de acordo com sua
composic¢do e organizacao a nivel molecular. Esses sistemas sdo desenvolvidos visando
aumentar o controle de liberacdo do fArmaco em questdo, a especificidade e a seletividade
no local de agéo, assim sendo, objetiva-se em diminuir a dose utilizada e os efeitos
colaterais (Kreuter, 2006;.Schaffazick et al., 2003).

Dentro da denominacdo nanoparticulas, podemos incluir dois tipos: as
nanocépsulas (NC) e as nanoesferas (NE) que diferem entre si de acordo com sua
estrutura organizacional. As NE ndo apresentam 6leo em sua composic¢do e sdo formadas
por uma matriz polimeérica no qual o farmaco pode ficar adsorvido ou retido, sem a
presenca de um nucleo. J& as NC caracterizam-se pela presenca de uma membrana
polimérica disposta ao redor de um nucleo oleoso, fazendo com que o farmaco possa estar
dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica (Sahni, Baboota & Ali, 2011.
Schaffazick et al., 2003).

Dentre os aspectos a serem considerados destes nanosistemas, podemos destacar
a melhora nas propriedades fisico-quimicas das substancias, controlando a liberagéo do
farmaco em sitios de acdo especificos, destacando-se assim, de outros nanosistemas.
Conferem ainda, elevado potencial de encapsulamento de substancias, especialmente
farmacos com caracteristicas lipofilicas; maior estabilidade de substancias,
proporcionando protecdo a fatores externos e aumentando sua meia vida, por reduzirem

a susceptibilidade a degradacdo, protegendo-as de fatores do meio, como luz, hidrolise e
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oxidagéo (Vauthier & Bouchemal, 2009; Schaffazick et al., 2003; Couvreur et al., 2002;
Barrat, 2000).

Esses sistemas tém sido desenvolvidos e utilizados ao longo dos anos visando diversas
aplicacOes terapéuticas. A aplicacéo desta tecnologia visa aumentar a eficacia de diversos
tratamentos, pois permite uma distribuicdo uniforme e rapida pelo trato gastrointestinal,
reduzir a variagdo na biodisponibilidade, minimizar os efeitos colaterais, reduzir o
nimero de farmacos usados para o tratamento de uma doenca dentre outros beneficios

(Kreuter, 2006; Sahoo & Labhasetwar, 2003; Lin & Kao, 1991).

e Técnicas de preparo de Nanoparticulas poliméricas

Para a preparacao destas nanoparticulas, encontram-se varios métodos descritos na
literatura, porém, podemos classifica-los basicamente em duas formas: por precipitacao
de polimeros pré-formados, como descrito por Fessi et al. (1989). Neste, os autores
utilizaram principalmente o poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido) (PLGA),
poli(e-capro-lactona) (PCL) e também, utilizando copolimeros do acido metacrilico; ou
utilizando métodos que baseiam-se na polimerizacao in situ de mondmeros dispersos,
como o cianoacrilato de alquila (Vauthier & Bouchemal, 2009; Schaffazick et al., 2003;
Fessi et al., 1989).

O procedimento se da da seguinte forma, havera sempre uma fase organica e uma fase
aquosa, a fase organica sera composta por mondmeros ou polimeros pré-formados,
solvente, tensoativo, 6leo (somente na preparagdo de nanocapsulas) e o farmaco a ser
encapsulado; a fase aquosa sera composta por agua e tensoativo. Os componentes da fase
orgénica sdo aquecidos a 37 °C em banho eletrostatico para completa dissolucdo dos
constituintes. Ap0Os este processo, a fase organica é vertida lentamente sob agitacdo
moderada, atraves de um funil estreito na fase aquosa, para formacao das nanoparticulas
poliméricas. Por fim, a solucdo é concentrada a um volume final desejado em evaporador
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rotatorio, para eliminagdo do solvente organico e parte da agua (Vauthier & Bouchemal,
2009; Schaffazick et al., 2003; Quintanar-guerrero et al., 1989).
A partir deste método é possivel originar NC de maneira rapida, simples e eficiente,

apresentando de modo geral elevada taxa de encapsulacao do farmaco em estudo.

e Nanocapsulas aplicadas a Agentes Antiparasitarios

Dos nove artigos selecionados, observou-se que 3 (33.33%) abordou a elaboracéo
de nanocépsulas destinadas a avaliar a atividade antiparasitaria frente a doenca conhecida
como Mal das Cadeiras, causada pelo protozoario Trypanosoma evansi (T. evansi),
infectando animais de espécies domésticas selvagens. O tratamento para infeccOes
causadas ¢é realizado através do fa&rmaco Aceturato de diminazeno (AD), normalizando
parametros hematoldgicos, porém alguns casos de tratamento com este medicamento
foram relatados casos hepatotdxicos e nefrotdxicos. Visto os efeitos adversos do
tratamento para T. evansi, pesquisadores tem investigado produtos naturais, como 6leos
essenciais de plantas, como alternativa de tratamento (Souza et al., 2017; Nghoto, et al.,
2011; Nunes et al, 1993).

Souza et al (2017), em seu estudo, avaliaram o efeito do tratamento com 6leo
essencial de A. satureioides nas formas livres e nanoencapsuladas e AD, em variaveis
hematoldgicas e bioquimicas de ratos infectados por T. evansi. As suspensdes de
nanocéapsulas foram preparadas utilizando técnica de precipitacdo de polimero pré-
formado. A nanoformulacdo foi avaliada quanto as suas propriedades fisico-quimicas,
apresentando tamanho de particula de 256,7 (£ 1,27 nm) e indice de polidispersdo de
0,097 (£ 0,007), com um potencial Zeta de -30,4 (= 0,18 mV) e pH 6,16 (+ 0,16).

Ao avaliarem os resultados, observou-se que 0s animais tratados com 6leo essencial

mostraram uma média de 20 tripanosomas/campo (1000x), enquanto os animais tratados
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com nanocapsulas de 6leo essencial apresentaram menor parasitemia (média de 6
tripanossomas/campo - 1000x), no dia 5 pés infeccdo. O grupo infectado e tratado com
AD néo apresentou parasitemia.

Em relagdo aos pardmetros hematoldgicos, os animais tratados apenas com o 6leo
essencial, apresentaram redugdo no nimero total de eritrocitos e hemoglobina, quando
comparados ao grupo controle, ja o grupo que recebeu a nanoformulagdo do 6leo, ndo
apresentou alteracOes nestes pardmetros. De acordo com o protocolo de tratamento
utilizado no estudo, o Oleo essencial de A. satureioides e o Oleo essencial
nanoencapsulado ndo eliminaram completamente os parasitas na circulagdo sanguinea, o
namero foi reduzido de formas de tripomastigotas em 33,33% e 80% em 4 dias,
respectivamente. Também, foi observado niveis aumentados dos biomarcadores
hepéaticos ALT e AST, no grupo tratado com 6leo essencial de A. satureioides livre.Ja na
forma nanoencapsulada, ndo ouve alteracdo nestes parametros. Na forma
nanoencapsulada, ndo foi observado aumento desses parametros, sendo possivel dizer que
a forma encapsulada nédo foi capaz de causar toxicidade hepéatica. Em concluséo, foi
possivel observar que o 6leo essencial nanoencapsulado teve melhor efeito protetor em
ratos infectados com T. evansi, do que na forma livre.

Outro estudo também avaliou a a¢do antiparasitaria de um composto natural, desta
vez, avaliou-se a acdo tripanocida in vivo e in vitro do 6leo essencial da Arvore do cha
(TTO) (Melaleuca alternifolia) frente T. evansl (Baldissera et al., 2014). As nanocapsulas
de TTO foram obtidas comercialmente, da empresa Inventiva® (Porto Alegre, Brasil).
Resumidamente, foram preparadas nanoparticulas lipidicas sélidas com 7,5% de TTO
usando um meétodo patenteado (Inventiva®), com base em homogeneizacdo de alta
pressdo. O palmitato de cetila foi utilizado como lipido sélido e como surfactante,

utilizou-se o polisorbato 80. O contetdo solido total foi de 18,6%. Para os testes in vitro,
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as nanocapsulas de TTO foram testadas nas concentragdes de 0,125%, 0,5%, 1,0% e
2,0%. Apds avaliacdo dos resultados, observou-se que as nanoparticulas apresentaram
tamanho de particula de 287 (£ 2 nm) e indice de polidispersao de 0,203 (+ 0,022), com
um potencial zeta de -14,2 £ 1,7 mV. Em relagdo ao efeito tripanocida in vitro, as
nanocépsulas de TTO apresentaram efeito mais rapido, quando comparadas ao grupo que
recebeu o TTO na forma livre, e grupo tratados com AD. Apds uma hora de ensaio nao
houve tripomastigotas vivos na concentracdo de 2%, e observou-se uma redugdo de
tripomastigotas nas concentracdes de 1, 0,5 e 0,125%, além de observar maior
longevidade no grupo de tratamento de recebeu nanocapsulas de TTO na dose 0,9 mL kg
! Em conclusdo, os autores relatam que o TTO, em suas formas convencionais e
nanoestruturadas, apresentam sim atividade tripanocida in vitro e in vivo contra T. evansi,
e também leva a maior longevidade animal, porém ndo foi eficaz no tratamento de
camundongos infectados experimentalmente; apenas apresentou um leve controle do
parasitismo no inicio da infeccdo. O 6leo de TTO quando associado ao farmaco AD
obteve sucesso terapéutico, tornando-se um metodo alternativo para tratar e controlar
infeccOes causadas por T. evansi.

Ainda na busca de outras alternativas e compostos naturais que apresentem
atividade tripanocida, Gressler et al. (2015) avaliou a atividade tripanocida in vitro e in
vivo de curcumina livre (CURL) e nanoencapsulada (CRCNC) contra T. evansi (Gressler
et al., 2015). Ambas as formas da curcumina foram testadas para avaliar a atividade letal
contra o parasita. Para realizar os testes in vivo, 0s animais infectados por T. evansi foram
tratados com CURCL (10 e 100 mg/kg™®) e CRCNC (10 mg/kg™?) intraperitonealmente,
durante 6 dias. Apos avaliacdo dos resultados, observou-se que estes tratamentos
atenuaram significativamente a parasitemia. Os ratos infectados do grupo néo tratado

mostraram peroxidacdo proteica e um aumento de nitritos/nitratos, enquanto animais
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tratados com curcumina apresentaram reducao nessas variaveis. Os animais infectados e
tratados com CURL exibiram uma reducdo nos niveis de alanina aminotransferase e
creatinina, quando comparados com o grupo de controle positivo. Em concluséo, o uso
de curcumina in vitro resultou em um melhor controle de parasitemia, atividade
antioxidante e um efeito protetor nas funcdes hepética e renal de ratos Wistar infectados
com T. evansi.

Outro achado na literatura foi um modelo nanoencapsulado buscando atividade
antiparasitaria frente a Doenca de Chagas (DC), causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) (Chagas, 1909) Esta doenca tropical negligenciada evolui para formas
clinicas severas, incapacitando o paciente e ocasionando O6bito sUbito por cardiopatia
(BRASIL, 2010). A transmissdo do protozoario ocorre através de vetores Triatomineos
hemato6fagos, conhecidos como Barbeiro, presentes na regido endémica do sul dos
Estados Unidos, da Argentina e Brasil. De acordo com um boletim publicado em 2015
pela World Health Organization (WHO), estima-se que aproximadamente 7 milhdes de
individuos estejam contaminamos com T. cruzi, atualmente (Who, 2015).

Apenas dois farmacos séo utilizados para tratamento de DC, porém, durante a fase
crbnica da doenca, ocorrem baixas taxas de cura parasitologica e a presenca de graves
efeitos colaterais. Desta forma, De Mello et al. (2016) avaliaram uma nova alternativa
para o tratamento da infeccdo experimental por T. cruzi, utilizando o anticorpo
Lychnopholide (LYC), extraido e isolado da Lychnophora trichocarpha Spreng
(Asteraceae). Os pesquisadores objetivaram avaliar a eficacia da administracdo de LYC
por via oral e intravenosa, e também a eficiéncia da administracdo da forma livre de LYC
frente a forma nanoencapsulada, utilizando dois polimeros. Para a formulagéo 1, utilizou-
se 20mg de LYC, 80 mg do polimero PCL, 250 uL de Miglyol 810N e 75 mg de Epikuron

170 em 10 mL de acetona. Esta solucdo foi vertida na fase aquosa, composta por 20 mL
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de solugdo aquosa contendo 75 mg de Poloxamer 188, um copolimero de tribloco ndo
ibnico. J& a formulacao 2 utilizou o polimero dibloco PLA-PEG (60 mg) misturado com
60 mg de homopolimero de PLA foi, neste caso, na auséncia de Poloxamer 188. A técnica
empregada foi a de deposicdo de polimero pré-formado, a mais descrita na preparacao de
nanoformulag6es (Rodrigues-coura & De Castro, 2002; De Mello et al., 2002).

As formulagdes de NC apresentaram elevadas taxas de encapsulagdo de LYC, sendo,
95,4% em na formulacgdo 1 e 100% na formulagéo 2. Os didmetros médios de 190,2 + 5,7
nm e 106,1 + 6,3 nm, para formulacdes 1 e 2, respectivamente. As nanoformulagdes
apresentaram-se monodispersas, com indice de polidispersao inferiores a 0,3. Ao longo
do estudo, observou-se que a administracdo oral de da formulacdo 2 (5 mg/kg/dia),
durante a fase aguda, em camundongos infectados com T. cruzi, apresentou maior eficécia
do que a de todos os outros grupos de tratamento. Também apresentaram reducdes
significativas de parasitemia comparado aos outros grupos testes. A sobrevivéncia de
animais infectados, tratados com a formulacao 2, foi superior aos dos grupos tratados com
a formulagéo 1 e LYC livre. Além disso, as taxas de cura apresentaram-se maiores com
no grupo tratado com a formulacéo 2 (62,5%) quando comparado ao grupo que recebeu
a formulacdo 1 como tratamento (57%). Ja na fase cronica da doenca, um maior
porcentual de cura, apds administracdo oral, foi obtida com a formulacdo 2 (55,6%)
comparada a 1 (30%). Quanto a administracdo intravenosa (2 mg/kg/dia), nas mesmas
condicbes de tratamento, para a fase cronica, foram alcancados indices de cura
semelhantes entre os tratamentos intravenosos (50% e 33,3%) e orais (55,6% e 30%) para
formulacdo 1 e 2, respectivamente. Em conclusdo, os autores retratam o primeiro relatério
de cura da doenca experimental de Chagas por meio da administracdo oral de uma

substancia natural isolada e nanoencapsulada, em ambas as fases de infeccao.
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Branquinho et al. (2014), em seu estudo, também avaliaram a eficicia de LYC in
vivo durante a fase aguda da infeccdo em experimental em modelos animais infectados
com T. cruzi. Semelhante ao estudo anteriormente citado, também foram utilizados dois
tipos de polimeros: PCL e PLA-PEG. Para preparacdo das nanoformulagées PCL-NC
utilizou-se 0,8% (peso/vol) de PCL dissolvido em solugdo de acetona contendo 0,4%
(peso/vol) Epikuron 170, 2,5% (vol/ vol) de Miglyol 810N e LYC para obter a
concentracdo final de 2 mg/mL. Esta solugdo organica foi vertida para a fase aquosa
externa, contendo 0,75% (p/v) de Poloxamer 188 e realizou-se a homogeneizacao. Todos
os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida para processar uma Suspensao
coloidal NF (10 mL). As formula¢6es com o polimero PEG (PLA-PEG-NC) foram
preparadas com um polimero dibloco PLA-PEG. A fase organica foi vertida em uma fase
aquosa externa e misturada durante 10 minutos. Os solventes foram eliminados sob
pressdo reduzida. A taxa de encapsulacéo das suspensdes foram maior que 95% em PCL
e 100% para a formulagdo PLA-PEG-NC. O didametro médio de LYC-PCL-NC foi 182,5
+ 3,2 nm e de PLA-PEG-NC foi 105,3 £+ 2,3 nm, com indice de polidisperséo inferior a
0,3. Observou-se que a formulagdo PLA-PEG-NC demonstrou maior parasitemia quando
comparada a formulagdo LYX-PCL-NC, e ao grupo tratado com LYC na forma livre e
com o farmaco referéncia. Ainda, foi demonstrada maior taxa de sobrevivéncia e 100%
de cura, em modelos experimentais infectados por T. cruzi (Branquinho et al., 2014).

Dentre os achados na literatura, aplicando os critérios utilizados nesta revisdo
bibliogréfica, encontrou-se um estudo realizado em 2014 na Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ) em parceria com a Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), no qual busca avaliar a atividade antiparasitaria de nanocapsulas de nucleo
lipidico, encapsulando pirimetamina (PYR), um farmaco utilizado para tratamento de

toxoplasmose, causada pelo protozoario Toxoplasma gondii (T. gondii) (Pissinate, et al.,
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2013). A doenca é mundialmente espalhada e associada a muitas areas médicas, como:
pediatria, oftalmologia e infeccdo, relacionada a pacientes imunocomprometidos,
principalmente aqueles com AIDS. Sua forma cerebral é a apresentagdo clinica mais
significativa e comum, e uma das principais causas de morbidade e mortalidade nesses
pacientes (BRASIL, 2010; MONTOYA et al., 2004). No estudo, as nanocéapsulas de
nucleo lipidico foram preparadas pelo método de precipitacdo de polimero pré-formado,
onde a fase organica foi composta por 0,10 g de PCL, 0,038 g de monoestearato de
sorbitano (MS), 0,160 mL de triglicerideo caprilico/caprico (CCT) e 27 mL de acetona,
ja a fase aquosa constitui-se de 0,077 g de polissorbato 80 em 53 mL de agua
ultrapurifiada. A fase organica foi vertida lentamente na fase aquosa sob agitacdo
moderada a temperatura ambiente. Apds 10 min, o solvente organico foi eliminado e o
volume final ajustado para 10 mL. As nanocépsulas de nucleo lipidico carregadas com
PYR (PYR-LNC) foram preparadas com 0,5 mg mL™ da droga. A formulag&o de controle
(LNC) foi preparada sem o medicamento. As distribui¢des de tamanho de particula de
PYR-LNC e LNC mostraram perfis monomodais com tamanhos de particulas inferiores
a 1 um, didmetros médios de 273 + 17,5 nm ¢ 150 £ 5 nm, respectivamente. O indice de
polidispersdo do LNC e PYR-LNC apresentou-se abaixo de 0.11, demonstrando
distribuicbes de tamanho estreito. O valor de pH foi de 5,42 + 0,55 para LNC e 6,86
0,16 para PYR-LNC. Ja os potenciais Zeta das formulacdes LNC e PYR-LNC foram -7,1
+ 0,9 mV e -10,9 £ 0,1 mV, respectivamente. Para avaliar o efeito antiparasitario das
PYR-LNC, utilizou-se modelos experimentais de ratos infectados com T. gondii. Nestes,
administrou-se LNC, PYR-LNC e PYR na forma livre por 10 dias. O tratamento com
PYR-LNC mostrou melhores resultados do que o PYR na forma livre, os ratos tratados
com 5 mg/kg/dia de PYR-LNC tiveram taxa de sobrevivéncia semelhante ao tratamento

com 7,5 mg/kg/dia de PYR na forma livre, resultando em uma mediana de sobrevivéncia
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de 14 e 12 dias, respectivamente. Em conclusdo os autores relataram a melhor eficiéncia
do farmaco nanoencapsulado frente a sua forma livre, aumentando a taxa de
sobrevivéncia e reducdo da dose do farmaco a ser utilizado no tratamento de
toxoplasmose.

Entre as diversas doencas tropicais negligenciadas a Esquistossomose é uma das
doengas causadas por protozodrios mais prevalentes no mundo conhecida como “barriga-
d’agua”, causada pelo protozoario Schistosoma mansoni (S. mansoni), atinge cerca de
230 milhdes de pessoas em todo o mundo (Colley & Secor, 2014). O modo de transmissdo
ocorre através do deposito de ovos do S. mansoni na agua (depositado pelo hospedeiro
infectado, o homem), posteriormente eclodem, liberando uma larva denominada
miracidio, que infecta o caramujo. Cerca de 4 a 6 semanas apos, a larva abandona o
caramujo, ficando livre nas aguas naturais. O contato humano com aguas infectadas é a
forma que o homem adquire a Esquistossomose. O tratamento para esta doenca parasitaria
é feito através do uso do farmaco Praziquantel (PZQ), porém este medicamento nédo
garante protegdo continua da droga contra o S. mansoni, desta forma, novos farmacos
para tratamento devem ser investigados (Maha et al., 2015; Brasil, 2010).

O Miltefosina (MFS) € um farmaco de interesse a ser investigado pelo seu elevado
espectro farmacologico, sendo atualmente, o primeiro e Unico medicamento oral para
leishmaniose visceral. Desta forma, Maha et al. (2015), em seu estudo, tentaram avaliar
um tratamento eficaz de Schistosoma mansoni atraves da nanoencapsulacdo de MFS,
administrando a formulacdo em uma Unica dose. As nanocapsulas foram preparadas como
nanocapsulas lipidicas (LNCS) pelo método de inversdo de fases, um método isento de
solventes organicos. Para preparacdo utilizou-se solutol, Labrafac®, agua (1:1:3) agua
desionizada e cloreto de sédio (0,44% wi/v do volume final), foram pesados e misturados

sob agitacdo magnética. A mistura foi sujeita a trés ciclos de aquecimento e arrefecimento
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progressivo entre 65 e 85 °C (45 a 65 °C para as formulagdes LNCS contendo &cido oleico
(AO). Um choque irreversivel foi induzido com agua fria desionizada (0-2 °C) adicionado
ao 0leo em agua (o/w) a uma temperatura de 1 - 3 °C, a partir do inicio da zona de inverséo
de fase. Isto foi seguido pela retardar agitacdo magnética da dispersdo LNCS durante 5
minutos. Para as formulacdes carregadas, foi adicionado MFS (0,7 mM% do volume de
dispersdo final) imediatamente antes da témpera. Os aditivos, fosfato de dicetila (DCP),
brometo de hexadeciltrimetil amonio (CTAB) e OA foram misturadas com outros
ingredientes, no inicio do processo. Apos analisar os resultados, as nanocépsulas sem
aditivos apresentaram-se uniforme, com diametro médio de 58.7 nm, ja as formulacdes
com AO e CTAB apresentaram tamanho menor de particula 40.5+0.92 e 39.08+1.61 para
nanocépsulas brancas e nanocapsulas contendo o farmaco em estudo, respectivamente.
Quanto a taxa de encapsulacdo, em todas as formulagdes apresentaram-se acima de 97,5%
com uma carga média de droga de 25,6 mg/g. Ao testarem a atividade antiparasitaria, me
modelos experimentais infectados com Esquistossomose, observou-se que a
administracdo das seis formulacbes MFS-LNC reduziram significativamente a carga
parasitaria em diferentes graus, de 42,31 a 88,46%. Enquanto as que apresentam melhor
performance, foram as MFS-LNC composta pelo aditivo CTAB (MFS-LNC-CTAB) e 0s
que contém acido oleico (MFS-LNC-OA) induziu a maior reducdo parasitaria. Em
concluséo, os autores relatam que nanoformulagcdes com MFS apresentaram atividade
antiparasitaria frente a S. mansoni, ainda, as formulacGes adicionadas de aditivos com
atividade de membrana, proporcionaram uma melhora na eficacia do tratamento, podendo
0 mesmo ser reformulado e o MFS ser redefinido como uma droga contra S. mansoni.
Em um estudo realizado em 2015, foram avaliadas a atividade antiprotozoaria do
farmaco Albendazol (ABZ), em suas formas nanoencapsuladas e na forma livre, contra

Echinococcus granulosus, uma ténia pertencente a familia Taeniidae, causadora da
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doenca Equinococose cistica (CE) (PENZEL et al., 2015; BRASIL, 2010). O tratamento
para esta zoonose é realizado com benzimidazois (BZ), como o albendazol e mebendazol
em mdltiplas doses, porém aproximadamente um terco dos pacientes tratados com drogas
BZ foram curados, 30-50% desenvolvem alguma evidéncia de uma resposta terapéutica,
enquanto entre 20 e 40% dos casos ndo respondem favoravelmente (Moro & Schantz,
2009). As formulacao de nanocapsulas contendo ABZ (ABS-LNB) foram preparados de
acordo com um processo de inversdo de fases. Procedeu-se da seguinte forma: 5 mg de
ABZ foi dissolvido em &cido oleico a 80 °C e misturado com Labrafac® (Gatefosse,
Franca). Logo apds, Lipoid S75-3® foi adicionado e a mistura foi aquecida novamente
para solubilizacdo. Posteriormente a solucdo foi arrefecida, o Solutol HS15®, foram
adicionados a NaCl e agua para posterior homogeneizacao sob agitacdo magnética. Trés
ciclos de aquecimento e arrefecimento progressivos foram utilizados, entre 60 e 90 °C,
em seguida, foram realizados a 75 °C durante o altimo ciclo, um choque irreversivel foi
induzido por diluicdo com agua fria (12,5 mL, a 2 °C). Logo apds, uma agitacao
magnética lenta foi aplicada a suspensao de ABS-LNB, e a concentracao final alcangada
foi de 0,28 mg/mL. A administracdo das particulas para o tratamento envolveu a via oral
e subcutanea. Apds administradas, Observou-se que a eficécia clinica do tratamento com
ABZ-LNB via oral apresentou 91% quando comparada a forma subcutanea (87.6%), em
relacdo a forma livre de ABZ que apresentou apenas 46.9% de eficacia clinica. Em
concluséo, os autores sugerem que a exposi¢do dos cistos hidaticos a droga testada sdo
melhoradas ap6s a administracdo de ABZ-LNB, podendo, desta forma, ser uma
alternativa potencial para melhorar o tratamento da equinococose humana.

Dentre os diferentes estudos aqui selecionados que relacionam a aplicacdo de
nanocapsulas a agentes antiparasitarios, a maioria explora a aplicacdo humana destes

nanocarreadores. Porém, aplicando os critérios de selecdo aqui proposto, encontrou-se
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uma pesquisa realizada em 2016 que visa avaliar a atividade antiparasitéria frente a
Haemonchus contortus (H. contortus). Este € o parasita responsavel pela doenca
conhecida como hemoncose em animais ruminantes, como ovinos e caprinos. A doenca
cursa com anemia hemorréagica, uma vez que estes parasitas possuem o habito de sugar
sangue de seus hospedeiros. Neste caso, cada parasita é capaz de remover cerca de 0,05
mL de sangue por ingestdo (Acharya, Hildreth & Reese, 2014; Krecek & Waller, 2006).
Um dos principais problemas no combate a esta patologia e o possivel surgimento de
resisténcia a drogas indicadas para seu tratamento. Desta forma, Grando et al. (2016)
investigaram a atividade antiparasitaria do dleo essencial da Melaleuca alternifélia nas
formas nanoencapsuladas e livre em modelos experimentais infectados por H. contortus
(Grando et al., 2016). No mesmo estudo, um outro grupo experimental recebeu o
composto quimico terpinen-4 ol, principal composto quimico dos éleos essenciais com
atividade biologica estabelecida. Apds as administracdes, 0s autores observaram que 0s
animais tratados com o 6leo de melaleuca nanoencapsulado, apresentaram 48.64% de
reducdo da carga parasitaria, quando tratados na dose de 0.5 mL/kg, quando comparado
a forma livre de oOleo (46,36%). Ja os animais tratados com Terp-4-ol na dose de 0.5
mL/kg demonstraram 43.18% de reducdo. Estes resultados demonstraram que as
nanocapsulas de 6leo de melaleuca sdo eficazes no tratamento de hemoncose, em
ruminantes.

De modo geral, atraves desta revisdo bibliografica foi possivel observar que ainda
sdo incipientes os estudos descritos na literatura que utilizem nanocapsulas e agentes
antiparasitarios para combate a doencas negligenciaveis. O mesmo ainda pode ser
encontrado para outros tipos de carreadores nanotecnolégicos como lipossomas,

microssomos e nanoesferas.
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Seguindo esta linha, Lopes et al. (2016), abordou a Leishmaniose, uma doenca
tropical negligenciada que afeta cerca de 12 milhdes de pessoas no mundo. Ela é causada
por protozoarios do género Leishmania, tendo vérias espécies descritas na literatura
(Lopes et al., 2016; Brasil, 2010). As manifestacGes clinicas da doenga sdo diversas e
apresentam-se desde lesdes cutaneas até desfiguracdes graves e infeccao sistémica fatal,
evoluindo a 6bito em 90% dos casos, quando ndo tratada. O atual tratamento da
Leishmaniose inclui varios medicamentos, porém, estdo associados a efeitos colaterais
graves, tratamento prolongado, altos custos e possivel resisténcia medicamnetosa. Desta
forma, Lopes e colaboradores, resolveram avaliar o potencial da trifluralina (TFL), uma
farmaco com potencial leishmanicida, no manejo de infec¢des por Leishmania infantum
através da sintese de analogos (TFLA) e incorporacdo em sistemas de liberacdo de
farmacos nanoparticulados, como lipossomas e nanoesferas. Ao final do estudo, os
autores concluiram que os analogos da TFLA aumentam a atividade leishmanicida.
Observaram ainda, que a incorporacdo deste a nanosistemas leva a uma melhor taxa de
sobrevivéncia in vivo e melhor atividade antiparasitaria in vitro (Lopes et al., 2016;
Antinori, Schifanella & Corbellin, 2012; Kedzierski, Sakthianandeswaren & Curtis,

2009).

CONCLUSAO

Com a realizacdo deste levantamento bibliogréfico, foi possivel observar que
existem poucos relatos cientificos, nos dltimos cinco anos (2013 a 2017), relacionando o
uso de agentes antiprotozodarios incorporados a nanocapsulas, ainda que existam muitas
doencas infecciosas causadas por parasitas. A resolucdo clinica das doencas parasitarias

varia desde quadros benignos até formas associadas a graves condic@es clinicas e risco
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de morte evidente. Portanto, os achados deste estudo indicam um vasto campo de pesquisa
ainda a ser desenvolvido com relagdo ao uso da nanotecnologia. O aperfeigoamento
cientifico nesta area, que ainda se demonstra relativamente menos investido por

pesquisadores e governos, tera grande impacto no cenario da saude publica.
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Anexo 2 — Normas de publicacdo na Revista Brasileira de Farmacia,

REVISTA BRASILEIRA DE FARMACIA (RBF)
BRAZILIAN JOURNAL OF PHARMACY (BJP) ISSN 2176-0667 (online)

ESCOPO E POLITICA

A Revista Brasileira de Farmécia (RBF) (Brazillian Journal of Pharmacy - BJP) é um
periddico da Associacdo Brasileira de Farmacéuticos que se mantem desde 1920,
atualmente com periodicidade trimestral. O periddico € voltado para a publicacdo da
producdo cientifica dos diversos segmentos do campo das Ciéncias Farmacéuticas em
manuscritos que poderdo ser submetido em portugués, inglés ou espanhol adequado as
normas de publicacdo descritas a seguir. A linha editorial desse periddico enfatiza ndo s6
a inovacdo tecnoldgica, mas principalmente os possiveis didlogos interdisciplinares
viaveis dentro da abordagem cientifica, e, portanto priorizam tantos os estudos
qualitativos quanto os quantitativos que possam contribuir de forma inovadora e critica
para o desenvolvimento da arte de curar plena. Para tanto, o periédico podera contemplar
secOes de Artigos de Revisdo (sistematica, exaustiva ou ndo) que contribuam sobre temas
de relevancia ao campo das Ciéncias Farmacéuticas, e ainda a proposicao de Artigos
Originais resultados de pesquisas ou experimentos, Resumos de Teses ou Dissertacoes
defendidas a pelo menos dois anos. O Conselho editorial podera propor temas especificos,
considerados relevantes, com texto de autores convidados, com insercao no debate sobre
temas de interesse da comunidade farmacéutica, que igualmente serdo submetidos ao
processo de revisao por pares.

Os autores devem indicar, em nota de fim de texto apds a conclusdo do manuscrito, se a
pesquisa é financiada, resultado de dissertagdo de mestrado ou tese de doutorado, e ainda
se h& conflitos de interesse envolvidos na mesma. Como conducdo do processo de
submissdo cabera aos autores o preenchimento e envio dos APENDICES apresentados ao
final desse texto.

No caso de artigos que trazem resultados de pesquisas envolvendo seres humanos ou
animais, os autores devem explicitar na secdo de Metodologia que a pesquisa foi
conduzida dentro de padrdes éticos exigidos pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa/Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saide (CONEP/CNS/MS). Deve-se
atentar, sobretudo, ao disposto na Resolugdo CONEP n° 196/96. No caso de experimento
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com animais devera atender aos padrdes éticos da Resolugdo n° 714, de 20 de junho de
2002, publicada pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria. O parecer do CEP deve
seguir anexado ao processo de submisséo.

Antes de enviar seu manuscrito para a RBF confira as etapas para a submisséo para
garantir a agilidade ao processo que sera dividida em duas etapas: A primeira a partir da
avaliacdo inicial da Comissdo editorial quanto a identidade do artigo com a politica do
periddico e adequacdo as normas de publicacdo. A segunda etapa prevé a avaliagdo por
pares de revisores.

A revisdo final dos trabalhos e adequacdo as normas ortogréficas é de inteira
responsabilidade dos préprios autores. O Comité Editorial ndo aprovara manuscritos

incompletos, fora do escopo da revista e das instru¢des para 0s autores.

INSTRUCOES GERAIS

Todos os manuscritos devem ser originais e nao publicados anteriormente. Cabe salientar
que submissdo simultanea implicara em sua recusa nesse periddico. As publicacGes em
inglés e espanhol devem ser revisadas por um profissional de edi¢édo de lingua estrangeira
e ndo garantem o aceite do artigo. O custo da revisao do texto em inglés ou espanhol é de
responsabilidade dos autores que sdo encorajados a buscar profissionais ou empresas
qualificados. A RBF reserva os direitos de submeter todos 0s manuscritos para revisores
ad hoc, cujos nomes serdo confidenciais e com autoridade para decidir a aceitagdo ou
declinio da submissdo. Nos casos de conflito de avaliagdes entre os pares, ndo se
compromete a seguir com uma terceira avaliagdo, a decisdo contara com avaliacdo dos

pareceres pelo Conselho Editorial.

FORMA E APRESENTACAO DOS MANUSCRITOS

A RBF aceita artigos para as seguintes secdes: a) Artigos originais ou de revisao (até
7.000 palavras, incluindo notas e referéncias, e exclui 0 Resumo/Abstract. Maximo de 5
figuras, quadro/grafico ou tabela): textos inéditos provenientes de pesquisa ou
andlise/revisédo bibliogréfica. A publicacdo é decidida pelo Conselho Editorial, com base
em pareceres - respeitando-se 0 anonimato tanto do autor quanto do parecerista (double-
blind peer review) - e conforme disponibilidade de espaco. b) Artigos originais por

convite (ate 8.000 palavras, incluindo notas e referéncias, e exclui o Resumo/abstract.

77



Maximo de 5 figuras, quadro/gréfico ou tabela): textos inéditos de temas previamente
solicitados pelo editor (a) Chefe ou Conselho Editorial a autores/pesquisadores de
reconhecida experiéncia no campo das Ciéncias Farmacéuticas, que poderao resultar em
artigos resultado de pesquisa ou de revisdo. Os artigos originais serdo publicados com
base em pareceres (double-blind peer review). Apenas artigos que, devido a seu carater
autoral, ndo podem ser submetidos anonimamente a um parecerista, serdo analisados, com
ciéncia do autor, com base em pareceres em que SO 0 parecerista € andnimo (single-blind
peer review). ¢) Resumo de Tese de Doutorado ou DissertacGes de Mestrado (até 1500
palavras, incluindo notas e referencias. Maximo de 3 figuras, tabela ou quadro/grafico):
Trata-se de um Resumo ampliado de estudos académicos que tenham relevancia no
campo das Ciéncias farmacéuticas. Serdo aceitos os Resumos de pesquisas que tenham
sido defendidas até dois anos antes da publicacdo da RBF. O nimero de Resumos nao
poderé ultrapassar 15% do total de artigos apresentados por edicao, e devera contemplar
as se¢Oes Introducdo, Metodologia, Resultados e Discussdo e Conclusdo de forma

resumida.

ALGUMAS CONSIDERACOES PREVIAS

a) Deverd ser adotado o Sistema Internacional (SI) de medidas. b) As equacOes
necessarias a compreensdo do texto deveréo ser editadas utilizando software compativel
com o editor de texto. As variaveis deverao ser identificadas ap6s a equacéo.

c) Recomenda-se que os autores realizem a analise de regressao ou outro teste estatistico
aplicavel para fatores quantitativos, mas que a utilizagdo de programas especificos para o
tratamento dos dados estatisticos deve constar da se¢do de Metodologia. d) ATENCAO:
QUADROS/ TABELAS, GRAFICOS E FIGURAS devem ter largura de no maximo 8,25
cm, com alta resolugéo e enviados em arquivo separado. Nesse caso, sua posi¢ao deve ser
identificada no texto. CASO CONTRARIO, O MANUSCRITO SERA DEVOLVIDO
AOS AUTORES, que acarretara em nova submissédo. €) A RBF recomenda a utilizagédo
de Referencias Bibliograficas atualizada, salvo aquelas consagradas em trabalhos de
autores seminais de cada &rea especifica, ou ainda em textos que necessitam de
informacOes historicas relevantes na compreensdo da argumentacdo apresentada.
Consideraremos atualizadas aquelas com data de publicacdo em periddicos indexados a

pelo menos 5 anos da data de envio do manuscrito. f) TODAS as correcfes sugeridas
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durante o processo de submissao deverdo ser destacadas em VERMELHO, e devolvida a

comissdo editorial pelo endereco: revistabrasileiradefarmacia@yahoo.com.br.

FORMATACAO DO TEXTO

Os manuscritos deverao utilizar aplicativos compativeis com o Microsoft Word. Devem
ser escritos em pagina formato A4 com margens de 2 cm, espacamento duplo, fonte Times
New Roman, tamanho 12, justificado. As linhas e paginas devem ser numeradas a partir
do Titulo até a pagina final. Deve-se adotar no texto apenas as abrevia¢Ges padronizadas.
Por exemplo: Kg (quilograma) A primeira citacdo da abreviatura entre parénteses deve
ser precedida da expressdo correspondente por extenso. Por exemplo: Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

O recurso de italico devera ser adotado apenas para realmente destacar partes importantes
do texto, como por exemplo, citacdes ipsis literis de autores consultados, partes de
depoimentos, entrevistas transcritas, nomes cientificos de organismos vivos e termos
estrangeiros. As ilustraces, figuras, esquemas, tabelas e graficos deverdo ser
identificadas no texto, conforme apresentacdo desejada pelo autor, e apresentadas em
arquivo separado. Os manuscritos deverdo seguir a seguinte estrutura: [ Titulo: devera
ser conciso e ndo ultrapassar 30 palavras, informativo, digitado em negrito com letras
mindsculas utilizando a fonte Times New Roman (tamanho 14), com excec¢éo da primeira
letra, dos nomes proprios e/ou cientificos. [J Autores: deverdo ser adicionados a um
espaco abaixo do titulo, centralizados, separados por virgula. O simbolo “&” deve ser
adicionado antes do ultimo autor (Ex.: Paulo da Paz, Jodo de Deus & Pedro Bondoso).
Inserir os nomes completos dos autores, por extenso, com letras minusculas com excecéo
da primeira letra de cada nome. [J Afiliacdo do autor: cada nome de autor devera receber
um namero ardbico sobrescrito indicando a instituicdo na qual ele é afiliado. A lista de
instituicdes deverd aparecer imediatamente abaixo da lista de autores. O nome do autor
correspondente devera ser identificado com um asterisco sobrescrito. O e-mail
institucional, endereco completo, CEP, telefone e fax do autor correspondente deverao
ser escritos no final da primeira pagina. [J Resumo (Abstract): devera ser escrito na
segunda pagina do manuscrito, ndo devera exceder 200 palavras, devera conter
informacdes sucintas que descrevam objetivo da pesquisa, metodologia,
discusséo/resultados e a conclusdo. Os manuscritos escritos em portugués ou em espanhol

devem ter um Resumo traduzido para o inglés (Abstract). O Abstract deve ser digitado na
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terceira pagina do manuscrito e deve ser revisado por um profissional de edi¢do de lingua
inglesa. Os manuscritos em inglés deverdo apresentar um Resumo em portugués. [
Palavras-chave (Keywords): sdo fundamentais para a classificacdo da tematica abordada
no manuscrito em bancos de dados nacionais e internacionais. Serdo aceitas entre 3 e 5
palavras-chave. Apoés a selecdo, sua existéncia em portugués e inglés deve ser confirmada
pelo(s) autor (es) do manuscrito no endereco eletrénico http://decs.bvs.br (Descritores em
Ciéncias da Saude - Bireme). As palavras-chave (Keywords) deverdo ser separadas por
virgula e a primeira letra de cada palavra-chave devera maitscula. [ Introdug&o: Situa o
leitor quanto ao tema que serd abordado e apresenta o problema de estudo, destaca sua
importancia e lacunas de conhecimento (justificativa da investigacdo), e inclui ainda os
objetivos (geral e especifico) a que se destina discutir. [ Metodologia ou Percurso
Metodoldgico: Nessa se¢do o autor (es) deve (m) apresentar o percurso metodoldgico
utilizado que apresente o tipo de estudo (se qualitativo ou quantitativo), de base empirica,
experimental ou de revisdo de forma que identifique a natureza/tipo do estudo. Sao
fundamentais os dados sobre o local onde foi realizada a pesquisa; populacdo/sujeitos do
estudo e seus critérios de selecdo (inclusao e exclusao) e calculo amostral. Nos casos de
pesquisa experimental cabe a identificacdo do material, métodos, equipamentos,
procedimentos técnicos e métodos adotados para a coleta de dados. Na apresentacdo do
tratamento estatistico/categorizacdo dos dados cabe informar a técnica ou programa
utilizado no tratamento e analise. Nos casos de investigagdo com humanos ou animais
cabe informar a data e o nimero do protocolo da aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa. Quanto ao estudo de espécies vegetais deve ter a indicagdo do seu local de
coleta (dados de GPS), o pais de origem, o responsavel pela identificacdo da espécie e 0
deposito da exsicata. [] Resultados e Discussdo: devem ser apresentados de maneira clara,
objetiva e em sequéncia légica, utilizando ilustragdes (figuras, quadros e tabelas) quando
necessario. Deve-se comparar com informag6es da literatura sobre o tema ressaltando-se
aspectos novos e/ou fundamentais, as limitacbes do estudo e a indicagcdo de novas
pesquisas. Nessa se¢do cabe a analise e discussdo critica da pesquisa. [J Conclusdes:
apresentar consideragdes significativas fundamentadas nos resultados encontrados e
vinculadas aos objetivos do estudo. [J Agradecimentos: opcional e devera aparecer antes
das referéncias.

Figuras, Quadro/Tabelas ou Graficos: Todas as ilustracdes devem apresentar um titulo
breve na parte superior e numerada consecutivamente com algarismos arabicos, conforme

a ordem em que forem citadas no manuscrito e a legenda com fonte em Times New
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Roman, tamanho 12, justificado e com largura maxima de 8,25 cm. As Tabelas devem
apresentar dados numéricos como informacdo central, e ndo utilizar tracos internos
horizontais ou verticais. As notas explicativas devem ser colocadas no rodapé da tabela,
com 0s seus respectivos simbolos. Se houver ilustracdo extraida de outra fonte, publicada
ou ndo, a fonte original deve ser mencionada abaixo da tabela. Ndo é permitida a
utilizacdo de Figura, grafico, quadro/tabela publicada em outro periodico sem antes pedir
autorizacdo prévia dos autores e/ou da revista. Qualquer uma dessas ilustracbes com baixa
resolucdo podera ser excluida durante o processo de diagramacdo da RBF, ou ainda
comprometer o aceite do manuscrito. As fotos deverdo garantir o anonimato de qualquer
individuo que nela constar. Caso 0s autores queiram apresentar fotos com identificacao
pessoal, deverdo apresentar permisséo especifica e escrita para a publicacdo das mesmas.
[J Referéncias: As citagdes bibliograficas deverdo ser adotadas de acordo com as
exigéncias da RBF. Citacdo no texto, usar o sobrenome e ano: Lopes (2005) ou (Lopes,
2005); para dois autores (Souza & Scapim, 2005); trés autores (Lima, Pereira & Silva,
2008), para mais do que quatro autores, utilizar o primeiro autor seguido por et al.
(Wayner et al., 2007), porém na lista de referéncias deverdo aparecer ordenadas
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor. A citagcdo de mais que uma referéncia
por paragrafo requer a ordenagdo em ordem decrescente cronoldgica e cada grupo de
autores separados por “ponto e virgula”. Por exemplo: ( Gomes & Souza, 2012; Mendez,
2010; Lima, Pereira & Silva, 2008).

A veracidade das referéncias é de responsabilidade dos autores. Os exemplos de
referéncias citados abaixo foram adaptados, em sua maioria, do documento original da
ABNT (NBR 6023, agosto de 2002). a) Artigos de periodicos: A abreviatura do periddico
devera ser utilizada, em itélico, definida no Chemical Abstracts Service Source Index
(http://www.cas.org/sent.ntml) ou na Base de dados PubMed, da US National Library of
Medicine (http://www.pubmed.gov), selecionando Journals Database. Caso a abreviatura
autorizada de um determinado periédico ndo puder ser localizada, deve-se citar o titulo
completo. Autor (es)*. Titulo do periddico em italico, volume (a indicacédo do fasciculo é
entre parénteses): paginas inicial - final do artigo, ano de publicacdo. Galato D &
Angeloni L. A farmécia como estabelecimento de saude sob o ponto de vista do usuério
de medicamentos. Rev. Bras. Farm. 90(1): 14 — 18, 2009. Fonseca VM, Longobuco P,
Guimardes EF, Moreira DL, Kaplan MAC. Um teste do formato de nome. Rev. Bras.
Farm. 90(1): 14 — 18, 2009. b) Livros: [J Com 1 autor Autor. Titulo. Edi¢éo (a partir da
2a). Cidade: Editora, ano de publicacdo. Numero total de paginas. Casciato DA. Manual

81



de oncologia clinica. S&o Paulo: Tecmed, 2008. 1136 p. [1 Com 2 autores Lakatos EM &
Marconi MA. Metodologia cientifica. 2. ed. Sdo Paulo: Atlas, 1991. 231 p. [J Com autoria
corporativa Brasil.

Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos. | Forum
Nacional de Educacao Farmacéutica: O farmacéutico de que o Brasil necessita (Relatorio
Final). Brasilia, DF, 2008. 68p. [] Capitulos de livros (o autor do capitulo citado € também
autor da obra): Autor (es) da obra. Titulo do capitulo. In: . Titulo da obra.
Cidade: Editora, Ano de publicacdo. Capitulo. Paginacdo da parte referenciada. Rang HP,
Dale MM & RITTER JM. In: Quimioterapia do cancer. Farmacologia. 5. ed. Rio de
Janeiro: Elsevier, 2004. cap. 50, p. 789-809. [J Capitulos de livros (o autor do capitulo
citado ndo é o autor da obra): Autor (es) do capitulo. Titulo da parte referenciada. In:
Autor (es) da obra (ou editor) Titulo da obra. Cidade: Editora, Ano de publicacao.
Capitulo. Paginacdo da parte referenciada. Schenkel EP, Gosmann G & Petrovick PR.
Produtos de origem vegetal e o desenvolvimento de medicamentos. In: Simdes CMO.
(Org.). Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5. ed. Porto Alegre: Editora da
UFRGS; Florianépolis: Editora da UFSC, 2003. cap. 15, p. 371-400. [J Cita¢do indireta
Utiliza-se apud (citado por) nas citacdes que foram transcritas de uma obra de um
determinado autor, mas que na verdade pertence a outro autor. Helper CD & Strant LM.
Opportunities and responsabilities in pharmaceutical care. Am. J. Hosp. Pharm. 47: 533-
543, 1990. ApudBisson MP. Farmacia Clinica & Atencdo Farmacéutica. 2. ed. Barueri:
Manole, 2007. p. 3-9. ) Teses, Disserta¢des e demais trabalhos académicos: Autor. Titulo
(inclui subtitulo se houver). Ano. Cidade. Total de paginas. Tipo (Grau), Instituicdo
(Faculdade e Universidade) onde foi defendida.

Sampaio IR. Etnofarmacologia e toxicologia de espécies das familias Araceae e
Euphorbiaceae. 2008. Rio de Janeiro. 45 p. Monografia (Especializagdo em
Farmacologia), Associacdo Brasileira de Farmacéuticos. Rio de Janeiro. d) Eventos
cientificos (Congressos, Seminarios, Simposios e outros): Autor (es). Titulo do trabalho.
Nome do evento, n° do evento. Pagina. Cidade. Pais. Ano. Marchioretto CT, Junqueira
MER & Almeida ACP. Eficacia anestésica da neocaina (cloridrato de bupivacaina
associada a epinefrina) na duracdo e intensidade da anestesia local em dorso de cobaio.
Reunido anual da SBPC, 54, Goiania, Brasil, 2002. e) Patentes: Devem ser identificadas
conforme modelo abaixo e na medida do possivel o nimero do Chemical Abstracts deve
ser informado. Ichikawa M, Ogura M & Lijima T. 1986. Antiallergic flavone glycoside
from Kalanchoe pinnatum. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 61,118,396,apud Chemical
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Abstracts 105: 178423q. f) Leis, Resolugdes e demais documentos Conforme o modelo:
Brasil. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo de
Diretoria Colegiada (RDC) no 44, de 17 de agosto de 2009. g) Banco/Base de Dados
Conforme o modelo BIREME. Centro Latino-Americano e do Caribe de Informagéo em
Ciéncias da Saude. Lilacs - Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude. Disponivel em:
<http://bases.bireme.br/cgibin/wxislind.exe/iah/online/?IsisScript=iah/iah.xis&base=L1I

LACS&lang=p>. Acesso em: 27 ago. 2009. h) Homepage/Website Conforme o modelo:
WHO Guidelines for Pharmacological Management of Pandemic (HLIN1) 2009 Influenza
and other Influenza Viruses. 91 p. Disponivel em:
<http://lmwww.who.int/csr/resources/publications/swineflu/hinl_guidelines_pharmaceuti

cal_mngt.pdf>. Acesso em agosto de 20009.
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manuscritos permanecerdo em sigilo. O trabalho aceito para publicacao s6 podera seguir
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seu mérito cientifico, considerando-se sua originalidade, ineditismo, qualidade e clareza.
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contribuicéo é original, inédita e ndo estd sendo avaliada por outra revista. 3. Os arquivos
para submissdo estdo em formato Microsoft Word ou equivalente. 4. O e-mail para envio
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