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RESUMO

Um dos trés maiores problemas de satide publica do mundo ¢ a maléria, com a maioria dos
casos na Africa Subsaariana. Diversas estratégias tém sido utilizadas para combater a doenca,
tais como: vacinas, controle vetorial e administracdo de medicamentos. Nesta ultima
estratégia, um dos medicamentos mais utilizados tem sido a artemisinina, da planta Artemisia
annua. Porém, embora apresente propriedades farmacoldgicas, a artemisinina apresenta
baixa solubilidade em agua e 6leo, baixa biodisponibilidade e sensibilidade em meios acidos.
Uma estratégia utilizada para mitigar esses problemas ¢ a utilizagdo de nanomateriais que
cumpram a fun¢do de carregar, transportar ¢ distribuir o medicamento nas condigdes
desejadas. Nesse sentido, a hidroxiapatita, que pertence a familia dos compostos de fosfato
de calcio, apresenta potencial devido a sua osteocondutividade, biocompatibilidade,
possibilidade de sinergismo, nao toxicidade, solubilidade em 4gua, entre outras
caracteristicas relevantes. No presente trabalho, a nano-hidroxiapatita foi sintetizada
utilizando a rota de precipitacdo com varia¢do de trés parametros: temperatura de reacao
(temperatura ambiente, 50 °C e 75 °C), taxa de gotejamento (0,5 mL/min, 1,0 mL/ min e 1,5
mL/min) e quantidade de extrato de Euclea natalensis (zero, 1,20 g e 2,40 g), utilizado para
modificagdo do nanomaterial visando modular a morfologia e a cinética de liberacao do
farmaco-alvo. Os materiais foram caracterizados por uma série de técnicas, incluindo:
difra¢do de raios X (XRD), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), andlise de area superficial (BET) e microscopia eletronica de transmissao (TEM).
Os resultados obtidos confirmam a sintese da hidroxiapatita com e sem Euclea natalensis.
Observou-se a obtengdo de uma estrutura mais esférica, que melhorou a capacidade de
adsorc¢ao, morfologia e tamanho das particulas, com a utilizagdo da substancia modificadora.
Adicionalmente, o material possui eficiéncia de carregamento de 44,9% e percentual de
liberacao de 48,19% em 26 h com os seguintes parametros: 1,20 g de Euclea natalensis, taxa
de gotejamento de 1,5 mL/min e 50 °C na reagdo. Os resultados obtidos foram comparados
com dados da literatura, observando-se um bom desempenho do sistema de liberagdo

investigado neste estudo em relagdo aos trabalhos previamente reportados.



Palavras-Chave: Nano-hidroxiapatita. Euclea natalensis. Artemisinina. Liberagao

controlada.



ABSTRACT

One of the three major public health problems in the world is malaria, with most cases
occurring in Sub-Saharan Africa. Various strategies have been employed to combat the
disease, including vaccines, vector control, and drug administration. In the latter strategy,
one of the most used drugs has been artemisinin, derived from the plant Artemisia annua.
However, despite its pharmacological properties, artemisinin has low solubility in water and
oil, low bioavailability, and sensitivity in acidic environments. One strategy used to mitigate
these issues is the use of nanomaterials that serve to load, transport, and deliver the drug
under desired conditions. In this context, hydroxyapatite, which belongs to the family of
calcium phosphate compounds, shows potential due to its osteoconductivity,
biocompatibility, potential for synergism, non-toxicity, water solubility, among other
relevant characteristics. In the present study, nano-hydroxyapatite was synthesized using the
precipitation method with variations in three parameters: reaction temperature (room
temperature, 50°C, and 75°C), drip rate (0.5 mL/min, 1.0 mL/min, and 1.5 mL/min), and the
amount of FEuclea natalensis extract (zero, 1.20 g, and 2.40 g), used to modify the
nanomaterial to modulate the morphology and release kinetics of the target drug. The
materials were characterized using a series of techniques, including X-ray diffraction (XRD),
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), surface area analysis (BET), and
transmission electron microscopy (TEM). The results obtained confirm the synthesis of
hydroxyapatite with and without Euclea natalensis. A more spherical structure, which
improved adsorption capacity, morphology, and particle size, was observed with the use of
the modifying substance. Additionally, the material showed a loading efficiency of 44.9%
and a release percentage of 48.19% over 26 hours with the following parameters: 1.20 g of
Euclea natalensis, a drip rate of 1.5 mL/min, and a reaction temperature of 50°C. The results
obtained were compared with literature data, showing good performance of the drug delivery

system investigated in this study compared to previously reported works.

Keywords: Nano-hydroxyapatite. Euclea natalensis. Artemisinin. Controlled release.
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1 INTRODUCAO

A hidroxiapatita pertence a familia dos compostos de fosfato de célcio, com uma
razdo molar Ca/P = 1,67 e formula quimica Ca,o(P0,)¢(0OH),. E comumente encontrada no
corpo humano por ser constituinte de ossos e dentes (AFRIANI et al., [s.d.]). Além disso, ¢
osteo-condutora e osteo-indutora, podendo ser utilizada como liberador de farmacos em
infeccdes Osseas e tumores malignos (VEERLA et al., 2019). Possui estrutura cristalina
monoclinica ou hexagonal com parametros de rede: a = b = 9,432 A c=6881AandY =
120° (AFRIANTI et al., [s.d.]).

Pode ser sintetizada por diferentes métodos, como precipitagdo quimica, sol-gel,
hidrotérmico, metatese, pulverizacdo de plasma, combustao e sinterizagdo de particulas. Tais
rotas podem ser classificadas em seca, imida e de alta temperatura, gerando diferengas na
morfologia, tamanho, porosidade e cristalinidade (AFRIANI et al., [s.d.];
CHANDANSHIVE et al., 2013; MELGAR et al., 2021; VEERLA et al., 2019). Para a rota
umida que serd usada, comumente adiciona-se modificadores organicos e macromoléculas
como cetril trimetilo (CTAB), polietilenoglicol (PEG), acido etilenodiaminotetracético
(EDTA), etalonamina ou &cido citrico (MELGAR et al., 2021). Porém, nesta pesquisa se
propde uma rota verde usando como modificador a Euclea natalensis.

A hidroxiapatita é¢ biocompativel com o corpo humano, possui elevada afinidade de
ligagdo para substancias farmacoldgicas pelo seu caracter poroso, apresenta boa perspectiva
como transportador de farmacos - pela sua capacidade de adsorcao (tendo uma vantagem na
forma nanométrica por troca idnica) -, tem grande eficacia e ndo ¢ toxica. Além disso,
apresenta caracteristicas importantes quanto a cristalinidade, solubilidade, morfologia (sendo
uma vantagem a microesfera pela maior intera¢do entre a superficie e a molécula do
farmaco), liberagdo prolongada (dependendo do método de preparacdo e do material de
partida para a sintese). Sua possivel resposta terap€utica resulta de sinergismo com alguns
farmacos, facil modificacao e superficie extremamente ativa (FARKAS et al., 2023; VERMA
et al., 2023), tornando-a promissora para utilizagdo como carregador de firmacos com a
possibilidade de mitigar a baixa biodisponibilidade, a sensibilidade dos fArmacos em meios

acidos ou basico e a pouca solubilidade em agua.
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Nesta investigacdo, o firmaco de interesse € a artemisinina - isolada em 1971 apos
uma profunda investigagdo iniciada em 1967 a partir de fontes cultivadas na China (FENG
et al., 2020; WOERDENBAG; LUGT; PRAS, [s.d.]) -. Trata-se de um composto ativo
antimalarico da Artemisia annua (FENG et al., 2020), com estrutura de uma lactona
sesquiterpénica com uma ponte de peroxido (EKIERT et al., 2021) que age contra a doenga,
um dos trés principais problemas de saude publica no mundo com a maior quantidade de
casos na Africa subsaariana (NADIA; LU, 2022) - mesmo com a diminuicdo entre 2000 ¢
2015 de 22% nos casos e 50% nas mortes relacionadas (EFFIONG F.B, 2022) -.

Um importante problema no combate a maldria ¢ a sua facilidade de mutagao,
ocasionando uma elevada resisténcia aos medicamentos (GUJJARI et al., 2022), em funcao
de diferentes fatores como a taxa de mutagdo dos parasitas, a carga parasitaria global, a
selecao de medicamentos, a adesdo ao tratamento, entre outros (GARG et al., 2020). Devido
a essa resisténcia, ao seu ciclo de vida complexo, ao mecanismo de evasdo das respostas
imunitarias e a outros fatores, desenvolveram-se estratégias para tratar os desafios atuais
como: campanhas de vacinagao, controle de vetores - incluindo dois tipos: rede tratada com
inseticida e o spray residual de interiores (ADEBISI Y. A, 2022) - e administracdo macica de
medicamentos.

Conhecido como o principal farmaco no combate a malaria, a artemisinina apresenta
algumas dificuldades de manuseio, como sensibilidade em meios 4cidos ou basicos,
sensibilidade térmica (WOERDENBAG; LUGT,; PRAS, [s.d.]), desenvolvimento de
resisténcia no corpo humano, baixa solubilidade em agua e O6leo, hidrofobicidade em
metabolismo rapido, relativamente baixa biodisponibilidade (cerca de 40%) quando
administrada por via oral e baixo tempo de circulagdo no corpo humano (D’ALESSANDRO
et al., 2020).

Assim, usando materiais como carregadores e sistemas de liberacdo ¢ possivel
aumentar a efetividade da administragdao de artemisinina. Dentre eles, os nanomateriais tém
ganhado importancia pelo aumento de area superficial - que permite carregar maiores
quantidades de farmaco -, pela melhoria do alvo - pois visam especificamente células ou
tecidos, reduzindo efeitos negativos e aumentando a eficacia -, pela capacidade de liberacdo
controlada e pela capacidade de protecdo (HUH; KWON, 2011; NEVES BORGHETI-
CARDOSO et al., 2020).
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Uma importante caracteristica neste contexto ¢ a morfologia do nanomaterial, com
impacto na liberag¢do controlada de medicamentos, particularmente no ritmo e na duragdo da
liberagdo (FARKAS et al.,, 2023; VEERLA et al.,, 2019). No caso especifico da
hidroxiapatita, as particulas esféricas tém uma area de superficie significativa e uma estrutura
de poros com extensao substancial, o que resulta em uma elevada capacidade de carga de
farmacos (MELGAR AGUILAR et al., 2021). Portanto, sera utilizado o extrato de Euclea
natalensis, pois contém naftoquinonas e terpenos que contribuem para a redugdo do calcio
na sintese, favorecendo uma morfologia mais esférica e facilitando a formacao de particulas
menores (VIANA DA SILVA et al., 2019). E fundamental lembrar que as caracteristicas do
farmaco a ser administrado, o tecido alvo e o perfil de liberagao pretendido devem ser levados
em considera¢ao ao escolher um determinado sistema de liberagio (MYRICK; VENDRA;
KRISHNAN, 2014; NEVES BORGHETI-CARDOSO et al., 2020).

Sendo assim, este estudo visou a sintese de hidroxiapatita com modulagdo de
morfologia e tamanho de particula - utilizando a rota de precipitacdo quimica, com avaliagdo
do efeito da temperatura de sintese (temperatura ambiente, 50 °C e 75 °C), da taxa de
gotejamento da fonte de fosforo (0,5 mL/min, 1,0 mL/min e 1,5 mL/min) e da quantidade de
Euclea natalensis (zero, 1,20 g e 2,40 g) no desempenho do processo. Tomou-se como
referéncia o estudo conduzido por Melgar Aguilar et al. (2021) e ensaios preliminares. Além
disso, o material foi detalhadamente caracterizado e investigou-se sua capacidade de

carregamento e liberag@o de artemisinina em condig¢des fisioldgicas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial da nano-hidroxiapatita sintetizada por precipitacdo quimica a
partir da rota verde como carregador de artemisinina e avaliar o modelo cinético de liberacao

do farmaco em PBS 1X 7,4 pH.

1.1.2  Objetivos Especificos
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Para atender o objetivo geral proposto, esta investigacdo pautou-se nos seguintes

objetivos especificos:

e Investigar se a temperatura de sintese, a quantidade de extrato de raizes de Euclea
natalensis e a taxa de gotejamento exercem influéncia sobre a morfologia, o tamanho
e as caracteristicas fisico-quimicas do material sintetizado.

e Avaliar se o material sintetizado ¢ efetivo como carregador de artemisinina, mediante
sua caracterizagdo (tamanho de particula, morfologia de particula, porosidade,
tamanho de poro, area superficial e grupos funcionais) e avaliacdo do efeito das
diferentes condigdes no processo de sintese.

e Avaliar se a liberagdo controlada de artemisinina a partir do nanomaterial
funcionalizado (obtido em diferentes condigdes de processo) segue modelos cinéticos

classicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo estdo apresentados os principais tdpicos necessarios para o
entendimento do trabalho desenvolvido com base na literatura. Assim, realizou-se um estudo
sobre o contexto geral da maldaria, as propriedades da artemisinina, sistemas de liberacao
baseados em nanomateriais para fAirmacos antimaldricos ou artemisinina e seus derivados,
propriedades e métodos de sintese da hidroxiapatita, propriedades da Euclea natalensis,

principios basicos da adsor¢ao e modelos cinéticos de liberagao de farmacos.

2.1 MALARIA

A malaria é causada pela picada do mosquito fémea anodfeles. O mecanismo de
desenvolvimento da doenga necessita de dois hospedes (mosquito e ser humano).
Inicialmente, um mosquito infetado inocula esporozoitos na corrente sanguinea humana que
migram para o figado em cerca de 40 h a 48 h. No entanto, os primeiros sintomas podem
surgir em 14 h. Consequentemente, os esporozoitos fardo um processo de maturacdo em 78
h, aproximadamente, posteriormente liberando merozoitos haploides que invadem as
proteinas através dos receptores especificos dos eritrocitos, causando uma nova invasao na
corrente sanguinea e convertendo alguns globulos vermelhos em macrogametocitos que fardo
a reproducao sexuada da doenga (GUJJARI et al., 2022).

A primeira problematica da doenca ¢ a sua facilidade de mutagdo, ocasionando uma
elevada resisténcia aos medicamentos (GUJJARI et al., 2022). Devido a essa resisténcia, ao
seu ciclo de vida complexo e ao mecanismo de evasdo das respostas imunitarias, o
desenvolvimento de uma vacina apresenta desafios. No entanto, alguns candidatos obtiveram
uma avaliagdo de fase Il em voluntarios humanos que se situa entre a imunidade adquirida
natural e a imunidade induzida pela vacina (ADITYA et al., 2013). Além disso, um caso foi
registrado na fase IV, sendo a vacina pré-eritrocitaria com subunidade como um tipo de
imunogénico (EFFIONG F.B, 2022).

A temperatura ¢ um fator que influencia a forma como a doenca se propaga. Como
resultado, o vetor da malaria prefere climas quentes e imidos. A concentragdao da malaria ¢

influenciada por mudangas transitorias de temperatura que ocorrem ao longo das estagdes
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(NGONGHALA, 2023). No entanto, algumas estratégias foram utilizadas para tratar,

combater ¢ erradicar a doenga.

2.1.1 Estratégias e metas para combater a malaria

Entre as estratégias para combater a malaria estdo: vacinagao, controle de vetores e

administracao de medicamentos em massa (veja a Figura 1).

Figura 1 - Estratégias para combater a maldria
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

2.1.1.1 Vacinas

A vacina pré-eritrocitica (PEV), a vacina contra os esporozoitos inteiros (WSV), a
vacina contra a fase sanguinea (BSV), a vacina contra a maldria placentdria (PMV) e a vacina
de bloqueio da transmissdo (TBV) sdo algumas das candidatas contra a malaria, as quais
dependem da fase do ciclo de vida em que atuam e se encontram em diferentes etapas,

respectivamente: pré-clinico, fase 1, fase 2, fase 2 e fase 4 (EFFIONG F.B, 2022).
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Cerca de 55% dos casos estdo concentrados na Africa Subsaariana, principalmente na
Nigéria e na Republica Democratica do Congo, com 27% e 12% dos casos, respetivamente.
Politicas econdmicas inadequadas, que geram condic¢des de pobreza favoraveis a reproducao
dos vetores (mosquitos), e caracteristicas climaticas tropicais - com precipitacao abundante
e temperaturas elevadas que facilitam a propaga¢do da maléria - contribuem com mais de
90% de todas as mortes relacionadas com a doenga nessa regido (ADEBISI Y.A, 2022).
Portanto, as estratégias de vacina¢do concentram-se naturalmente nessa area.

As campanhas de vacinac¢ao na Nigéria enfrentaram diferentes desafios mediados por
condicdes sociais, economicas ¢ ambientais, tais como receio de efeitos adversos da vacina.
Um exemplo claro foram as crengas de que a vacina contra a Covid-19 torna os homens
estéreis, contém microchips de rastreio implantados ou até causa a morte (EFFIONG F.B,
2022). A vacina na fase 4, chamada vacina contra a malaria RTS,S, com um custo estimado
em seis paises africanos em um intervalo de 26,11 a 28,28 dolares por crianga totalmente
vacinada, tem uma eficacia de preven¢do de 98,3% em bebés com idades compreendidas
entre 6 ¢ 12 semanas, com um acompanhamento de 38 meses.

Um fator limitante para o sucesso das estratégias de vacinagdo na regido ¢ a
necessidade de uma infraestrutura de ensaio que incorpora a capacidade humana e logistica
para cumprir com a conferéncia internacional sobre a harmoniza¢do das normas de boas
praticas clinicas, envolvendo meios para assegurar uma populacdo estavel nos ensaios e
garantir um acompanhamento eficiente (YEETEY; OWUSU-AGYEIL; ASANTE, 2016).
Além disso, hé que se ressaltar como fator limitante a insuficiente produg¢ao local de matérias-
primas de ingredientes farmacéuticos ativos, obrigando a dependéncia a paises estrangeiros
e resultando em um aumento do prego da vacina (ADEBISI Y.A, 2022). Ha ainda que se
levar em consideracdo a necessidade de manutencao da temperatura do sistema de cadeia de
frio entre 2 °C e 8 °C para evitar alteracdes na qualidade da vacina em ambiente tropical

(YEETEY; OWUSU-AGYEI; ASANTE, 2016).

2.1.1.2 Controle de vetores

Os vetores de controle incluem dois tipos: rede tratada com inseticida e o spray

residual em interiores (ADEBISI Y.A., 2022).
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2.1.1.2.1 Rede tratada com inseticida

E utilizada como a ferramenta principal para prevenir a malaria, minimizando a
possibilidade de contato entre o mosquito e o ser humano. Com um aumento significativo do
percentual da populagdo com acesso a redes tratadas com inseticidas, com mais de 67% em
2015 em comparacdo com menos de 2% em 2000, evitou-se mais de 350.000 mortes em
criangas com menos de cinco anos em 40 paises da Africa Subsaariana (ADEBISI Y.A,
2022). Contribuiu-se, assim, para uma redu¢do de mais de dois tergos de casos desde 2000
nessa regido (WISNIEWSKI et al., 2019).

As campanhas em massa conseguem distribuir gratuitamente mosquiteiros tratados
com inseticida de trés em trés anos as populagdes em geral, especialmente a grupos
biologicamente vulneraveis como mulheres gravidas e bebés (WISNIEWSKI et al., 2019).
Na Africa Subsaariana, o custo médio ¢ de 3,87 dolares por unidade distribuida em campanha
de massa, 4,69 dodlares por dose de acesso continuo, 50 doélares por ano por vida em que se
evita a incapacidade e 117 dolares por caso de prevengao da malaria (WISNIEWSKI et al.,
2019).

Um desafio a esta estratégia ¢ a utilizagao das redes tratadas com inseticida ou apenas
redes de mosquitos na pesca. Esta pratica tem sido notada na regido da Africa Subsaariana,
nagdes do Oceano Indico e Madagascar e acontece porque o tamanho da malha geralmente ¢
inferior a 3 mm, permitindo-lhes pescar pequenos peixes sem necessitar habilidade,
conhecimento, embarcacdes e investimento de capital. Por outro lado, as mulheres tém a
possibilidade de acesso a pesca quebrando a barreira cultural (SHORT R., 2018). Faz-se
necessario substituir a rede apos a vida util. No entanto, isso ndo ocorre na maioria dos casos,

afetando a eficacia da técnica com o tempo (NGONGHALA, 2023).

2.1.1.2.2 O spray residual em interiores

O seu mecanismo de ag¢do envolve a aplicagdo de inseticidas nas superficies para
matar os mosquitos adultos vetores (ADEBISI Y.A, 2022). Sua efetividade depende de uma

aplicag¢do de alta qualidade, bem cronometrada e de alta cobertura, exigindo equipamento
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bem conservado, pessoal altamente qualificado, apoio logistico eficiente, comunidades
acessiveis e aceitacdo. Nos paises subsaarianos que contam com um sistema de saude
descentralizado e integrado, isso representa um desafio (KOLACZINSKI et al., 2007). Ainda
assim, essa é a principal estratégia de controle da malaria na Africa do Sul desde 1945, sendo
incluida em 42 paises africanos como programa nacional de controle da doenga,
principalmente usando dicloro-difenil-tricloroetano - conhecido como DDT (BATH et al.,
2021).

Nos ultimos anos, a técnica de spray residual de interiores orientada tornou-se uma
outra estratégia interessante no combate a malédria. Suas vantagens em relacao ao spray
residual de interiores sdo: a pulverizagdo de menor quantidade de estruturas, a utilizagdo de
menos inseticida e o transporte e o equipamento mais baratos. Isso resulta em uma reducao
de 52% nos custos anuais, o que representa uma oportunidade para aumentar a eficiéncia dos
programas de controle da malédria (BATH et al., 2021).

No entanto, as redes tratadas com inseticida e o spray residual em interiores sdo
afetados pela resisténcia aos inseticidas, que ¢ causada pela reducdo da sensibilidade do
sistema nervoso dos mosquitos. 80% dos paises foram incluidos entre as nagdes (88 no total)
com resisténcia aos piretréides de 2010 a 2020 (RAGHAVENDRA et al., 2022;
SODERLUND et al., 2002).

Seu mecanismo de atuagao ¢ a modificacao da cinética dos canais de s6dio sensiveis
a voltagem (SODERLUND et al., 2002). Mosquitos antropofagicos podem, também, buscar
parte da alimentacdo em animais, mantendo a densidade populacional do vetor mesmo que
esses animais nao sejam reservatorios da doenca. Neste contexto, o comportamento
zoofagico causado pelo grande uso de redes tratadas com inseticidas e o spray residual em

ambientes fechados aumenta (RUIZ-CASTILLO et al., 2021).

2.1.1.2.3 Administra¢do de medicamentos em massa

A administracdo de medicamentos em massa consiste em aplicar a uma populagdo
especifica um medicamento terapéutico completo contra uma doenga especifica. Desde o
final da Segunda Guerra Mundial essa estratégia tem sido um elemento para controlar e

eliminar a maldria, a filariose linfatica, a oncocercose, a esquistossomose, dentre outras
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doengas (NADIA; LU, 2022). A China langou um plano nacional, em 2010, com o objetivo
de eliminar a maldria em 2020, obtendo um certificado de auséncia de maléria pela
organiza¢do mundial de saude em 2021 (NADIA; LU, 2022). Outras experiéncias com a
administracdo maci¢a de medicamentos na Tabela 1.

A mitigagdo na China foi mediada por diferentes componentes, tais como mudancas
socioeconOmicas, urbanizacdo e programas de controle da maléria, incluindo a participagao
da comunidade, investigadores e pessoal técnico em instituicdes de investigagdo que
promovem a diminui¢ao da transmissao da maléaria (NADIA; LU, 2022). Outros paises ou
regidoes do mundo ndo tém esses componentes, sendo um desafio obter resultados
semelhantes. Outros desafios s3o: a presenca dos individuos nos programas de controle da
malaria em casa no momento da distribui¢ao dos medicamentos, a recusa da comunidade em
tomar os medicamentos associada a crencas culturais - sendo necessaria uma cobertura de
tratamento superior a 80% para ser eficaz -, recursos e fundos suficientes para assegurar a
continuidade das atividades, além da minimizagdo dos efeitos secundarios (NADIA; LU,

2022).



Tabela 1 - Alguns casos de administracdo maci¢a de medicamentos

Vetor Ano Regiao Farmaco Administracio Resultado
P. vivax e P. Jiangsu Plrnpetam}na © Administragdo sazcznal cm Elevado declinio da
1973 a 1983 ] Primaquina massa antes do periodo de o .
ovale (China) transmissao de P. vivax
carga elevada
Primaquina durante 5 dias e
. Pirimetamina e cloroquina em dose inica Controle da eclosdo e
P. falciparum e - . . N :
P vivax 1962 a 1964 India cloroquina durante 4 dias, ao longo de  redugdo da taxa de parasitas
' 2 anos, com o spray residual para zero
interior como medida
adicional
A prevaléncia do parasita
. . chegou a zero em Orang
P. falciparum 1961 a 1963 Malasia ngroqulng © Ambos mensais durante 31 Asli e a transmissao foi
Pirimetamina meses . . :
interrompida na Faixa
Costeira
P. falciparum, P. . Dose baixa para 3.563 A'taxa .rne.dla. total de 0
. . Artemisinina e e . parasitas diminuiu de 52,3%
vivax e P. 2003 a 2004 Camboja . . individuos de 17 aldeias da o
g Pirimetamina . para 2,6%, apresentando
malaria provincia de Kampong Speu . ~
diferencas na reducao em
cada aldeia
2 doses de ambos os
P. falciparum e Lago . Cloroquina e . medicamentos em um A transmissao foi
. 1960 Bunyonyi .. . intervalo de 6 meses, como . .
P. vivax Pirimetamina . o interrompida na zona alvo
(Uganda) spray residual interior como

medida adicional

28
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P. falciparum e
Anopheles
gambiae s.1.

P. falciparum e
P.vivax

P. falciparum e
P.vivax

1969 a 1979

2007

2013

Zona de
savana do
Suddo no

norte da

Nigéria

Comores

QGrande ilha
Comoro

Propoux,
Sulfalene,
Cloroquina,
Pirimetamina e
larvicida com
temefos

Artemisinina e
Piperaquina

Artemisinina e
Piperaquina

Diferentes combinagdes:
1) spray residual com
propoux
2) combinagdo 1) com
sulfaleno e pirimetamina em
frequéncias diferentes
3) cloroquina em 4 doses de
5 em 5 semanas para
criangas com menos de 10
anos
4) larvicida com ef6s na
estacdo com chuva

1 ou 2 doses, dependendo da
taxa de transporte do
parasita. Se essa for inferior
a 10%, 1 dose. A segunda
dose foi administrada apos
42 dias sem controle do
vetor

1 ou 2 doses, dependendo da
taxa de transporte do
parasita. Se essa for inferior
a 10%, 1 dose. A segunda
dose foi administrada apos
42 dias com redes
mosqueteiras inseticidas de
longa duracao e o spray
residual interior

Permaneceu o nivel minimo
para manter o P. falciparum
endémico e o Anopheles
gambiae s.l. continuava
transmitindo a malaria

A taxa média de transporte
de parasitas baixou de
22,95% para 0,33%

A incidéncia de casos de
malaria diminuiu de 109,4
em 2011 para 5,47 em 2014

Fonte: a autora (2024). Adaptado de Nadia J, 2022.
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2.2 ARTEMISININA

O composto ativo antimaldrico da Artemisia annua ¢ denominado artemisinina
(FENG et al., 2020; WOERDENBAG; LUGT; PRAS, [s.d.]). Sua estrutura ¢ composta por
uma lactona sesquiterpénica com uma ponte de perdxido, presente na Artemisia annua em
faixas de 0,01 a 1,50 % de concentragao em massa seca (EKIERT et al., 2021). Atua contra
o Plasmodium, parasitas da malaria resistentes a cloroquina e quinina (DAS, 2012). Possui
um pKa com valor negativo de —4,4. E, portanto, uma substancia moderadamente acida e
metade das suas moléculas estardo protonadas - com base nas propriedades preditas por
Chemaxon -.

A Artemisia annua foi cultivada na China e foi utilizada para tratar muitos tipos de
doengas que incluiam sintomas como febre, dor de cabega, inflamacdo muscular, vomito,
feridas, sarna, convulsdo aguda, dor e hemorroidas (FENG et al., 2020).

Existem quatro derivados da Artemisia annua (Figura 2), sendo a artemisinina mais
barata do que os outros trés derivados - entre 180 e 420 ddlares por quilograma, em vez de

3.500 dolares por quilograma para a dihidroartemisinina (IBRAHIM et al., 2015) -.
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Figura 2 - Estrutura de a) artemisinina, b) dihydroartemisinina, c) artemether, d)
artesunate e ) arteether

a) gHB b) (;Ha

O _-CHs
Fonte: elaborado pela autora (2024)

2.2.1 Propriedades da Artemisinina

A Artemisia annua possui propriedades farmacoldgicas (Figura 3), como: atividade
anti-hipertensiva que previne a elevagdo do nivel de hemoglobina glicosilada; também tem
hipolipose e efeito protetor contra a perda de peso de animais diabéticos (DAS, 2012);
atividade antimicrobiana, antibacteriana e antifingica, através da penetragdo dos
componentes do o6leo essencial na membrana celular, causando disfun¢do celular e
ocasionando maior permeabilidade contra E. coli, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes; o 0leo essencial também pode inibir a
penetragdo do microrganismo no organismo hospedeiro, prevenindo a adesdo de células
microbianas e inibindo a expressdo de hemolisina, gelatinase, desoxirribonuclease, lipases e
lecitinase em Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas

aeruginosa, E. coli e Klebsiella pneumoniae (DAS, 2012; EKIERT et al., 2021).
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Sua atividade anti-inflamatoria ¢ relatada em extratos etanoicos e aquosos em
modelos de doengas inflamatérias. O mecanismo ¢ atribuido a inibi¢do da proteina quinase
ativada por mitogeno, NF-kB e expressao de TLR9Y, atividade induzida por calcitriol do
CYP3A4 e atividade induzida por benz-a-pireno (EKIERT et al., 2021; FENG et al., 2020).
Também reduziu a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias pela presenca de acido e
flavonoides isolados - com efeitos anti-inflamatérios conhecidos em modelos de ratos
(FENG et al., 2020). Tais flavonoides t€ém também propriedades anticancerigenas: podem
induzir a apoptose celular contra o cancer da mama, da bexiga, do colon, do pulmao e do
ovario (FENG et al, 2020) e inibir a viabilidade de algumas linhagens de células mamarias,
como MDA-MB-231, MCF7, linha celular NSCLC A549, linha celular de cancer pancreatico
MIA PaCa-2 e linha celular de carcinoma de prostata PC-3, com concentracdo inibitoria
semi-maxima (IC50) de 11,6 uM, 36,4 uM, 7,3 uM, 35,6 uM e 40,8 uM, respectivamente
(FENG et al., 2020).

A imunoregulacdo e a atividade imunossupressora foram observadas em Hangzhou
por extrato etanoico ap6s a inducdo de Concanavalina A e lipopolissacarideo, ocasionando a
proliferacdo de linfocitos e a supressdo de alguns anticorpos como IgG, IgG1 e IgG2b no
soro (EKIERT et al., 2021). Os efeitos analgésicos foram avaliados na Sérvia, reduzindo em
57% os episodios de contorgdo apods a administracao do 6leo essencial na dose de 400 mgkg
(EKIERT et al., 2021) e atividade antiasmdtica com extrato de cloroférmio que inibe o alto

k", que induz a contragdo com ICs, = 0,316 mg/mL (FENG et al., 2020).

Figura 3 — Propriedades farmacologicas da artemisinina
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2.2.2 Futuro da Artemisinina

Um desafio nos ultimos anos consiste em compreender como esta relacionada a
natureza ndo candnica e as vias celulares e metabolicas na resisténcia a artemisinina, dando
especial atengcdo a componente da resposta ao stress, a dinamica da tradugdo, aos ligantes
moleculares e a interacdo dinamica (TALMAN et al., [s.d.]). A identifica¢do de alvos de
farmacos tem sido estudada para compreender o potencial da artemisinina como farmaco
antimalarico. Alguns métodos comumente empregados neste contexto sao a radiomarcagao
e o alvo proteico baseado em gel, com utilizacdo de semelhanca estrutural, de modelos de
levedura e de protedmica quimica para varredura e identificacdo (YANG et al., 2020) dos
alvos.

A artemisinina também esta sendo estudada para o tratamento de outras infecgdes
virais, como o VIH, o virus da dengue, o virus Chikungunya e o virus Ebola
(D’ALESSANDRO et al., 2020). Também ¢ um medicamento potencial para o tratamento e
prevencao da doenga de Alzheimer, pois melhora a capacidade cognitiva e as funcdes
neuronais, reduzindo o estresse oxidativo e a deposi¢cdo de placas AP, além de reverter a
fosforilacdo da via ERK/CREB em camundongos com Alzheimer induzidos por 3xTg
(ZHAO et al., 2019). Além disso, poderia ter efeitos protetores com sinergismo com
hidroxicloroquina, pois poderia impedir a produg@o de proteina na urina e inibir a deposicao
de IgG, C3 e IgA no mesagnium glomerular, resultando em melhora na disfuncao renal em

ratos modelo IgAN (BAl et al., 2019).

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO BASEADOS EM NANOMATERIAIS PARA
FARMACOS ANTIMALARICOS OU ARTEMISININA E SEUS DERIVADOS

Para melhorar a biodisponibilidade da artemisinina e de outras particulas
hidrofébicas no corpo humano, uma possibilidade ¢ aumentar o tempo de circulagdo e,
consequentemente, ter mais quantidade do fdrmaco no corpo, pois, se os farmacos
hidrofobicos ficam pouco tempo no plasma estes sdo eliminados, sendo rapidamente

biotransformados por oxidagdo, redugdo e hidrolise (MYRICK; VENDRA; KRISHNAN,
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2014). Para aumentar o tempo de circulacdo, existe a opc¢ao de utilizar carregadores, que sao
materiais com alta 4rea superficial que permitem carregar farmacos.

Esses materiais devem ter caracteristicas especificas para cada situagao. No entanto,
¢ muito importante estudar a interagdo entre o grupo funcional do transportador e o grupo
funcional do farmaco para entender seu efeito sobre a biodisponibilidade (PISOSCHI et al.,
2018), dentre outras caracteristicas importantes como: atividade de sinergismo, capacidade
de carga, propriedades do mecanismo, tempo de entrega, citotoxicidade, toxicidade, etc.
(HU; MA; WANG, 2022). Nos ultimos anos, os nanomateriais t€ém sido fortemente estudados
por sua alta capacidade de aumentar a carga util dos medicamentos e melhorar a entrega de
medicamentos direcionados devido as suas propriedades fisico-quimicas, como composicao
quimica, tamanho, forma, carga superficial e capacidade de ligacdo a proteinas, além de
alterar a resposta imune (WANG et al., 2022). Além disso, melhoraram a adsorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo produzindo um aumento na poténcia terapéutica
(ADITYA et al., 2013).

As principais vantagens do uso de nanomateriais como sistema liberador sdo: a
redu¢do da dose do farmaco — combatendo, assim, a principal causa da resisténcia aos
farmacos -, reducao dos efeitos colaterais, protecdo a degradagdo extracelular, aumento da
eficacia e diminui¢do do custo devido a necessidade de menos farmaco para atuar contra a
doenca (ADERIBIGBE; MUKAYA, 2016; PUTTAPPA et al., 2019). Destaca-se, ainda, o

direcionamento, seja passivo ou ativo.

2.3.1 Lipossomas

Estes sdo definidos como nanomateriais bioldgicos com estrutura microscopica
formatada por um nucleo aquoso com caracter polar € um sistema vesicular fosfolipidico de
bicamada que solubiliza moléculas lipofilicas e anfifilicas, com possibilidade de encapsular
farmacos (GARG et al., 2017; KULKARNI; YADAV; VAIDYA, [s.d.]; PUTTAPPA et al.,
2019). Os lipossomas podem ser classificados com base no método de preparagdo e nas
caracteristicas estruturais. Os métodos de preparacao sdo: evaporagdo em fase reversa para
vesiculas simples e multilamelares, vesiculas plurilamelares estaveis, vesiculas

multilamelares congeladas e descongeladas, extrusdo, fusdo, prensa francesa, e vesiculas de
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desidratacdo — reidratagdo. As caracteristicas estruturais sdo: multilamelar, oligolamelar,
unilamelar, unilamelar pequena, unilamelar de tamanho médio, unilamelar grande,
unilamelar gigante e multivesicular (veja a Figura 4) (KULKARNI; YADAV; VAIDYA,
[s.d.]).

As principais vantagens dos lipossomas sdo a liberag@o sustentada com mecanismo
de entrega de farmacos especifico no local, biodegradabilidade, inércia bioldgica,
biocompatibilidade e ndo-toxicidade (ADERIBIGBE; MUKAYA, 2016; PUTTAPPA et al.,
2019). Uma das tendéncias no desenvolvimento de lipossomas como sistema de entrega de
farmacos € o controle do seu tamanho através da manufatura, podendo otimizar a eficiéncia
aumentando o tempo de circulagdo (LIAN; HO, [s.d.]). Os lipossomas tém sido utilizados na
administracdo de vacinas, na terapéutica genética, na administragdo oral de medicamentos e
em aplicacdes clinicas como a terapia do cancer e a terapia antimicrobiana (KULKARNTI;

YADAV; VAIDYA, [s.d.]; LIAN; HO, [s.d.]).
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Figura 4 — Método de preparagdo e caracteristicas estruturais dos lipossomas
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

2.3.2 Feroides

Os feroides sao um sistema de administragdo de farmacos de tamanho
submicrométrico e micrométrico a base de coloides, fabricado por bicamadas lipidicas
dindmicas e varidveis de ésteres etilicos de acidos graxos essenciais e 0xido nitroso - gua
com caracteristicas de auto-emulsificagdo devido a algumas interagdes de cadeias laterais

(ADERIBIGBE; MUKAYA, 2016; ADITYA et al., 2013). A capacidade de aprisionar ou
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encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos, sua biocompatibilidade, biodegradabilidade,
reducdo da toxicidade, alta capacidade de penetragdo celular, possibilidade de administracao
oral, transdérmica e nasal, protecdo de moléculas bioativas contra ataques enzimaticos,
entrega controlada e direcionada, e estabilidade e seguranga de uso sdo as principais
vantagens do uso de feroides como sistema de entrega de medicamentos (ADERIBIGBE;

MUKAYA, 2016; ADITYA et al., 2013; GARG et al., 2017).

Figura 5 — Vantagens dos feroides como sistema de entrega de medicamentos
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.3 Dendrimeros

Os dendrimeros consistem em macromoléculas sintéticas caracterizadas por

superficie tridimensional com formas globulares versateis e funcionalidade, com altos pontos



38

de ramificagdo monodispersos (ADITYA et al., 2013). Sua estrutura é composta por trés
dominios: 4atomos ou moléculas, com pelo menos duas fungdes quimicas idénticas,
compondo o nucleo; uma organizacao geométrica de camadas radialmente concéntricas
denominadas geragdes, que emergem do nucleo por ramificacdes, € grupos funcionais na

superficie do dendrito (Figura 6) (GARG et al., 2017).

Figura 6 — Estrutura dos dendrimeros
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.4 Poliméricos

Particulas que podem ser de tamanho nanométrico e produzidas com materiais
naturais ou sintéticos. Os naturais podem ser quitosana, albumina ou gelatina e os sintéticos
podem ser polialquilcianoacrilatos, poli(e-caprolactona), poli(d,l-lactideo-co-glicolideo) e

poli-(acido latico) (PLA) (Figura 7). Ser biocompativel e biodegradavel sdao as principais
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vantagens de usa-los para aprisionar ou adsorver drogas e entregd-las (ADERIBIGBE;

MUKAYA, 2016; ADITYA et al., 2013; GARG et al., 2017).

Figura 7 — Matérias-primas dos poliméricos
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.5 Micro/Nano emulsoes

Com a ajuda de um surfactante ou uma mistura de surfactantes, dois liquidos

imisciveis (dgua e 6leo) constituem uma estrutura isotropica termodinamicamente estavel

para aparecer como um Unico estado, com um tamanho entre 50 nm e 1000 nm, e podem ser

classificados em micro ou nano emulsdo. Para obter tais estruturas em equilibrio

termodindmico, utiliza-se o diagrama ternario para denotar a propor¢ao dos constituintes que

existem naquela condi¢do (ADITYA et al., 2013; GARG et al., 2017; PUTTAPPA et al,,

2019). Aumentar a carga do firmaco, melhorar a solubilidade do firmaco, aumentar a

biodisponibilidade, controlar a liberagdo do farmaco e proteger o farmaco da degradagdo

enzimatica situam as micro/nano emulsdes em uma vasta gama de aplicacdes, incluindo

como carregador de farmacos (PUTTAPPA et al., 2019).
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Figura 8 — Linha do tempo de micro/nano emulsdes e suas vantagens
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.6 Nanoparticulas de lipidios solidos

As nanoparticulas lipidicas sdlidas sdo componentes lipidicos fisiologicamente

compativeis como misturas complexas de glicerideos, triglicerideos altamente purificados,

ceras e para-acil-calix(4)arenos (Figura 9). Consistem em particulas com tamanho

submicrométrico entre 50 nm e 1000 nm, no estado solido a temperatura ambiente, e podem

ser estabilizadas por surfactantes (ADITYA et al., 2013; GARG et al., 2017). Consegue-se,

assim, aumentar a biodisponibilidade, ter uma eficiente adsor¢do e liberagcdo controlada do
farmaco e obter melhor direcionamento (DWIVEDI et al., 2014; GARG et al., 2020;
OMWOYO etal., 2015).
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Figura 9 — Matérias-primas de lipidios solidos
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.7 Nanomateriais metalicos

Devido a sua biocompatibilidade, ndo-toxicidade para os seres humanos, sua
biodegradabilidade e por ser util em aplicagdes biomédicas (Figura 10), alguns metais como
o ferro, a prata, o ruténio, o cobre € o ouro apresentam uma oportunidade para serem
utilizados como sistemas de administragdo de medicamentos (ADERIBIGBE; MUKAYA,
2016). Em particular, a prata, uma particula nobre com atividade antiviral e antibacteriana,
tem afinidade com a artemisinina, podendo ser utilizada como veiculo de entrega de farmacos

para tratar a maléria e combater a doenga COVID-19 (AKBARI; MORAD; MAAZA, 2023).



42

Figura 10 — Caracteristicas do metal para aplicagcdes biomédicas
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.3.8 Nanomateriais a base de carbono

Alguns materiais, como 6xido de grafeno, fulerenos e nanotubos de carbono, t€ém sido
utilizados na liberagao controlada de farmacos devido a sua excelente condutividade elétrica,
alta energia, alta estabilidade, alta resisténcia mecanica, densidades de poténcia, excelente
condutividade térmica, alta elasticidade, alta area superficial e facilidade de funcionalizagao
(Figura 11). Os nanomateriais a base de carbono sdo atraentes em aplicagdes biomédicas
(ADERIBIGBE; MUKAYA, 2016). Os nanotubos podem ser classificados pela quantidade
de camadas de grafeno, pois seus atomos estdo dispostos em anéis de benzeno condensados
enrolados por série em uma estrutura tubular. Entao, existem nanotubos de carbono de parede

simples, de parede dupla e de parede multipla (ADERIBIGBE; MUKAYA, 2016).
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Figura 11 — Caracteristicas dos materiais a base de carbono
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.4 HIDROXIAPATITA

2.4.1 Métodos de sintese

A hidroxiapatita pode ser sintetizada por diferentes métodos, como precipitagdo
quimica, sol-gel, hidrotérmico, metatese, pulverizagdo de plasma, combustdo e sinteriza¢ao
de particulas - que, por sua vez, pode ser classificada em seco, umido e método de alta
temperatura - gerando diferencas na morfologia, tamanho, porosidade e fases cristalinas
(AFRIANI et al., [s.d.]; CHANDANSHIVE et al., 2013; MELGAR et al., 2021; VEERLA
et al., 2019). Para sintetizar a hidroxiapatita € necessario dispor de fontes de célcio e fosforo,

algumas das quais sdo ilustradas na Figura 12.
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Figura 12 — Diferentes fontes de fosforo e célcio na sintese de hidroxiapatita
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Fonte: elaborado pela autora (2024). Desenvolvido com Biorender.com

2.4.1.1 Precipitag¢do quimica

Este método depende de uma solucao supersaturada de ions de fosforo e calcio, de

acordo com a razao molar da hidroxiapatita, e ¢ classificado como método umido (FOX;

TRAN; TRAN, 2012). Para gerar uma estrutura cristalina ou amorfa, a velocidade de

nucleagdo ¢ importante porque vai determinar a solubilidade - dependendo da constante de

solubilidade (Kyp) (FOX; TRAN; TRAN, 2012) -. Geralmente, € conduzida em pH alcalino

e a temperatura ambiente (MOHD PU’AD et al., 2018). Na sequéncia, pode-se executar

algumas etapas adicionais, como filtragdo, lavagem, secagem e calcinagdo, para obter o

material em pd. Algumas das condigdes tipicas para as etapas de sintese estdo listadas na

Tabela 2.
Tabela 2 — Condicdes das etapas da sintese por precipitagdo quimica

Intervalo de Controle de

Etapa Agitacio Referéncias
temperatura pH

(CHANDANSHIVE
Temperatura )
Sim. Intervalo ' etal., 2013;
Precipitagao ambiente a Sim ,
entre 8 e 10 MARTINEZ-

temperatura de

VALENCIA;
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ebulicao da ESPARZA-PONCE;
agua ORTIZ-
LANDEROS, [s.d.];
MOHD PU’AD et
al., 2018)
Filtracdo Temperatura Nio Nio (MOHD PU’AD et
ambiente al., 2018)
(MARTINEZ-
VALENCIA;
ESPARZA-PONCE;
Secagem 60 — 85 °C Nao Nao ORTIZ-
LANDEROS, [s.d.];
MOBASHERPOUR
et al., 2007)
(MOBASHERPOUR
et al., 2007)

Calcinagao 100 a 1200 °C Nao Nao

Fonte: elaborado pela autora (2024)

2.4.1.2 Sol-Gel

Este método de sintese ¢ dominado por forgas intra-soluveis, pois € uma técnica com
duas fases, so6lida e liquida, onde uma solugdo coloidal com tamanho de particula entre 1 nm
e 1000 nm ¢ convertida em gel e depois solidificada pela secagem (CHOI et al., 2020; FOX;
TRAN; TRAN, 2012). O sol-gel pode ser classificado em sistema de base aquosa, sistema de
base alcoodlica como metanol, etanol e propanol, ou processos ndo hidroliticos. Ja os
precursores podem ser classificados como alcoxidos ou ndo alcoxidos, sendo os alcoxidos
preferidos pela sua maior volatilidade com duas excec¢des: fosfatos de trialquilo e alcoxidos
de silicio. O primeiro ¢ muito estavel e dificil de hidrolisar e o segundo requer um catalisador
acido ou basico para a hidrélise (CHOI et al., 2020; JILLAVENKATESA; SR, 1998).

Algumas vantagens sdo uma temperatura mais baixa para a sintese em comparacao

com a precipitacdo, uma vez que durante a sinterizagdo o po6 tem alta reatividade e menor
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possibilidade de degradag@o; microestrutura de grao fino e alta pureza de fase, o que permite
um maior controle sobre a formagdo de fases especificas e a pureza das fases formadas
(AGBEBOH et al., 2020; FATHI; HANIFI, 2007; JILLAVENKATESA; SR, 1998).
Algumas desvantagens sdo a possivel hidrolise dos fosfatos, o custo mais elevado das
matérias-primas, a varia¢ao da relacdo Ca/P e a diversidade na morfologia (AGBEBOH et

al., 2020; FATHI; HANIFI, 2007).

2.4.1.3 Hidrotermal

Este método ¢ utilizado para controlar o tamanho dos nanomateriais. Trata-se de um
método simples, que ndo utiliza surfactantes e ao que se pode facilmente alterar os pardmetros
de sintese, como o pH e a temperatura, sendo a temperatura um fator importante para
controlar o tamanho dos nanobastdes da hidroxiapatita (FENG et al., 2020). Outros fatores
importantes sdo a pressdo e o tempo (MATI'C et al., 2022). Nos tltimos anos, este método
tem sido fortemente estudado com o objetivo de melhorar as propriedades mecanicas do
material para utilizagio em aplicagdes ortopédicas (JOKICA et al., [s.d.]). E importante
manter a agitacdo da solucdo e o pH ajustado entre 4 e 10. A solug@o ¢ mantida em um reator
em um tempo especifico para a conducdo da reagdo em uma faixa de temperatura entre 80
°C e 160 °C. As etapas posteriores podem ser: centrifugacdo, lavagem, filtragdo e secagem

(FENG et al., 2020; JOKICA et al., [s.d.]).

2.4.1.4 Sintese verde

Uma rota mais verde ¢ definida pelo uso de solventes menos toxicos e ecologicamente
corretos, pois em uma rota tradicional sdo utilizados solventes organicos e aditivos toxicos.
Cascas de ovos, algas vermelhas, plantas e extratos vegetais sdao alguns substitutos bioldgicos
que podem produzir particulas renovaveis ndo toxicas com algumas vantagens, como maior
biocompatibilidade, bom custo-beneficio e vantagens ambientais (MELGAR et al., 2021).
Além disso, se o extrato usado como precursor tiver minerais como Na‘t,Mg?t e Zn?",

pode-se obter propriedades antibacterianas da hidroxiapatita (MELGAR et al., 2021).
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O material produzido pela rota verde € promissor para aplicacdo médica pelo aumento
da biocompatibilidade (SATHISKUMAR et al., 2019). Utilizando o método de Hummer, a
hidroxiapatita foi produzida com 100 g de folhas de anona recentemente colhidas e
cuidadosamente limpas, 2,64 g de NH,H,PO, em 30 mL (0,24 M) e adicao de 6xido de
grafeno a 0,5%, 1,0% e 1,5% na matriz de hidroxiapatita, de modo a compara-la com o
material puro. O moédulo de elasticidade aumentou de 10,81 GPa para 21,67 GPa, a
microdureza aumentou de 0,48 GPa para 0,64 GPa, a resisténcia a fratura aumentou 64,5%,
o valor do coeficiente de friccdo aumentou de 0,30 para 0,60 e a viabilidade celular foi de
100% a 12,5 g/mL, demonstrando uma baixa citotoxicidade dependente da dose com o
aumento da concentra¢do na matriz. Portanto, o material tem potencial para utilizagdo como

substituto de tecidos duros (CHANDRA et al., 2023).

2.4.2 Propriedades e aplicacdes

A sua capacidade de aceitar uma vasta gama de substituintes cationicos € anionicos €
uma de suas principais propriedades, uma vez que que facilita a sua utilizagdo em uma
variedade de aplicagdes que incluem a adsor¢ao de moléculas. Os ions de célcio com carga
positiva e os ions de fosfato com carga negativa que podem ligar-se a outros atomos e
proporcionar uma capacidade significativa de adsor¢do sdo numerosos na superficie
cristalina da hidroxiapatita. Porém, a microestrutura ¢ o que influencia na sua eficécia,
incluindo propriedades como o tamanho, a distribuicao das particulas, a porosidade, a forma,
a distribuicdo e a cristalinidade (VERMA et al., 2023). Os ions OH™ na superficie da
hidroxiapatita comeg¢am por se desintegrar uma vez que o material € posto em contato com
solugdes aquosas. Subsequentemente, o Ca?* fica livre. Assim, o resultado sdo numerosos
locais com carga positiva (DU et al., 2021).

Gracas as suas qualidades estruturais superiores, caracteristicas quimicas e fisicas
unicas, simplicidade de modificagdo, superficie excecionalmente ativa, biocompatibilidade,
tamanho adaptavel, efeitos anti-inflamatdrios, excelente dispersibilidade, capabilidade de
remog¢ao e caracteristicas nao toxicas a hidroxiapatita ¢ frequentemente utilizada para tratar
o rebordo alveolar, defeitos dsseos, sistemas de engenharia de tecidos, revestimento bioativo

de implantes 6sseos metélicos, implantes do ouvido médio, como material dentario, como
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carregador de farmacos, adsor¢do de corantes, metais fortes e poluentes emergentes, foto
catalise em fase simples e multiface (VERMA et al., 2023). Uma série de fins comerciais e
técnicos nao médicos, incluindo material hospedeiro para lasers, sensores de gas, condutores
de ions, materiais fluorescentes e adsorventes de cromatografia para a purificagdo e separagao
de acidos nucleicos e proteinas sdo outras aplicagdes da hidroxiapatita (VERMA et al., 2023).

Além seu tamanho nano o coloca como potencial uso para liberagdo intravenosa, com
vantagem se a forma ¢ esférica pois tem uma superficie amplia que ¢ mais condutora (DU
et al., 2021).

A principal razdo para ser usado como carregador de farmacos ¢ a sua capacidade de
degradagdo relativamente acentuada em niveis de pH acido e a sua capacidade de degradacao
limitada em condig¢des de pH fisiologico (DU et al., 2021). Uma das fases de Ca/P que ¢ mais
estavel em pH fisioldgico ¢ a hidroxiapatita. Assim, a hidroxiapatita deficiente em calcio
demonstrou uma degradabilidade promissora, particularmente a valores de pH mais baixos,

onde foram substituidos por outros ions como o Fe** e o Mg** (DU et al., 2021).

2.5 EUCLEA NATALENSIS

Euclea natalensis ¢ uma planta que pertence a familia Ebenaceas, que se estende
por regides tropicais. Porém, a Euclea esta restrita a Africa e sul da Arabia (WALLNOFER,
2001), geralmente em dareas rochosas e aridas que contém classes de naftoquinonas e
terpendides pentaciclicos (MAROYI, 2017), que ajudam na reducdo durante a sintese da
hidroxiapatita, neste caso especifico a redugao do célcio (VIANA DA SILVA et al., 2019).
E considerada uma planta herbal medicinal que tem uso reportado contra gonorreia, sifilis,
infecdes de pele, erupgdes na pele, inchacos internos, cronico amebiano e febre tifoide
(NICOLAO OTIENO et al., 2008). Além disso, apresenta um elevado potencial comercial
pela sua atuagdo frente a dor de cabeca, bronquites, asma, dor de dente, infe¢des urinarias -
com seus inicios em mercados informais principalmente em Mogambique e Africa do Sul
(MAROYT, 2017) -. Apresenta diversas propriedades farmacologicas, registradas na Tabela
3.
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Tabela 3 - Propriedades farmacologicas da Euclea natalensis

Propriedade

Descricao

Antibacteriana

Antimicrobiana

Antimicobacterial

Antifiingica

Antiviral

Antioxidante

Zona de inibicao de 15 mm a 20 mm frente a Staphylococcus
aureus ¢ zona de inibi¢ao pelos patdgenos variando de 8 mm a 24
mm frente a Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens,  Corynebacterium  diphtheriae, =~ Haemophilus
influenzae, Klebsiella aerogenes, Neisseria gonorrhoeae,
Salmonella Heidelberg, Shigella dysenteriae, Shigella flexnerii e

Staphylococcus aureus.

Com resultados mistos, varias pesquisas confirmam a capacidade

antibacteriana, antifingica, antimicobacterial e antiviral.

Apresenta atividade frente a Mycobacteriumbovis, Mycobacterium
Sfortuitum e Mycobacterium smegmatis, com MIC entre 5,7 e 664,1
pg/mL com 7-metiljuglonel2 e diospirinal 1 como os constituintes

mais ativos.

Frente a Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Cladosporium
cladosporioides e Phytophthoraspp.Aspergillus niger, por agao
dos compostos betulinal, lupeol2, shinanolonal3, 20(29)-lupeno-

3B-isoferulato14 e octahidroeucleinal5 e B-sitosterol16.

Com concentragdes entre 0 mg/mL e 0,02 mg/mL, apresenta uma
moderada acdo antiviral frente ao virus herpes simplex tipo 1

(HSV-1).

A atividade eliminadora de DPPH do extrato vegetal foi de
94,440,01% usando radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH),

sendo tao util quanto a Vitamina C.

Fonte: elaborado pela autora (2024). adaptado de (MAROYT, 2017)
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No artigo “Sintese verde de nanoparticulas de zirconia a base de extrato vegetal de
Euclea natalensis: Otimiza¢do das condi¢des de reacdo e avaliacdo das propriedades
adsortivas” foram obtidas particulas sintetizadas menores (VIENA DA SILVA et al., 2019),
um dos principais objetivos desta pesquisa ¢ a obtencdo de particulas menores com a
finalidade de aumentar da area superficial para maior absor¢ao do firmaco, além de se

beneficiar das propriedades nanométricas ja citadas anteriormente.

2.6 ADSORCAO

Dois termos, adsor¢do e absor¢do, geram confusdo pela sua terminologia similar.
Porém, a adsorc¢do ¢ um fendomeno de superficie e esta geralmente determinada pela relacao
de isoterma de adsorcdo. Por sua vez, a absor¢ao gas-liquido, por exemplo, tem um consiste
na solubiliza¢do de um ou mais componentes da fase gas na fase liquida (TIEN, 2019).

A adsor¢do depende do contato entre o sélido e o fluido e da afinidade entre
adsorvente e adsorbato. Por isso, existem diferentes configuragdes do processo, dentre elas:
a) adsor¢do com agitagdo, b) adsor¢do com fluxo continuo em um tanque, ¢) adsor¢do com
leito fixo, d) adsor¢ao em leito mével (TIEN, 2019).

Gragas as caracteristicas do adsorvente tem-se o conceito de equilibrio de adsor¢ao,
que € representada por uma isoterma de adsor¢do relacionando a concentra¢do do
componente na fase fluida com sua concentragdo na superficie do sélido. Diferentes tipos de
1sotermas de adsor¢do sdo conhecidos: a) tipo I: concava na direcdo do eixo das abcissas,
caracteristico dos s6lidos microporosos; b) tipo II: adsor¢do em monocamada e multicamada
sem restri¢des, tipicamente encontrada em sélidos ndo porosos € macro porosos; ¢) tipo III:
convexa em dire¢do ao eixo das abcissas, tipica de materiais macro porosos € nao porosos
com pouca afinidade entre o adsorvato-adsorvente; d) tipo IV: com um ciclo de histerese
pela condensagdo capilar propria da adsor¢do/dessorcao presente em materiais adsorventes
mesoporosos; €) tipo V: caracterizada por baixa afinidade entre o adsorbato e o adsorvente
em materiais mesoporosos; ) tipo VI: tipica de adsor¢ao multicamada em uma superficie ndo

porosa e uniforme (TIEN, 2019).
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2.7 MODELOS CINETICOS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A liberagdo do fa&rmaco em um meio in vitro € o processo em que o farmaco deixa
o material que o contém e esse ¢ dissolvido no meio. O estudo do perfil de liberagdo ¢
importante para entender e otimizar o processo, resultando em maior eficiéncia na aplicagdo
do farmaco (SINGHVI; SINGH, [s.d.]). Os modelos cinéticos que representam o
comportamento relacionam o tempo com a quantidade do fairmaco que esta dissolvido no
meio, definido a velocidade de transferéncia de massa desde a superficie sélida em direcao
ao meio ou solvente. Obtém-se, com isso, uma equacao matematica que relaciona as variaveis
do processo e permitem a obtencao de evidéncias sobre os fendmenos envolvidos (SINGHVI;
SINGH, [s.d.]). Assim, a cinética de dissolucdo tem trés fatores: a vazdo do meio de
dissolugdo em direcdo a interface sélido-liquido, a velocidade de reacdo na interface e a
difusdo molecular das moléculas dissolvidas na interface em dire¢ao a solucao (SINGHVI;
SINGH, [s.d.]).

Os modelos matematicos que descrevem o fendmeno individualmente ou em
combinagdo sdo: a) liberagdo cinética de ordem zero, considerado o modelo da liberagao ideal
pois faz referéncia a liberagao constante considerando duas suposigdes - area constante e nao
formagdo de condi¢des de equilibrio no material (Equagdo 1) -; b) modelo de primeira ordem,
que considera o gradiente de concentracdo entre a camada liquida estatica que esta proxima
a superficie solida e o liquido (camada limite massica), ocorrendo geralmente em matrizes
porosas - assim o processo ¢ controlado pela saturagao do soluto (Equacao 2) -; ¢) Hixson-
Crowell, que considera alteracao na area de superficie e do didmetro das particulas (Equagao
3); d) modelo de Higuchi, onde se hipotetiza que a liberacdo se d4 em uma tnica dimensao,
sendo a dissolu¢do da matriz desprezivel e a difusividade do farmaco ¢ constante com

perfeitas condigdes de imersao (Equagao 4) (SINGHVI; SINGH, [s.d.]).

Q=0Qo+ kot (1

Log C = Log Cy — Kt / 2,303 (2)

1/3 1/3
2 Q1 = Kyt 3)
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Q. = Kyt'/? 4)

onde Q ¢ a quantidade de farmaco liberado ou dissolvido, Q, ¢ a quantidade inicial na
solucdo, k, ¢ a constante de liberagdo, C, € a concentragao inicial do farmaco, K ¢é a constante
de primeira ordem, Q, ¢ a quantidade de firmaco liberada no tempo t, @, € a quantidade

inicial do farmaco e Ky ¢ a constante de Hixson-Crowell.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresentara os reagentes e o processo utilizado para a sintese da
hidroxiapatita, com e sem uso de Euclea natalensis como modificador de morfologia. Além
disso, sera apresentada a metodologia dos ensaios de carregamento e liberacdo da
artemisinina no material sintetizado, considerando diferentes condi¢cdes operacionais. O
planejamento experimental usado para a sintese, bem como o fluxograma com as etapas do
processo ¢ os métodos de caracterizacdo serdo apresentados. Ressalta-se que todos os
experimentos e as analises foram realizados nos laboratorios da Universidade Federal de

Santa Catarina.

3.1 MATERIAIS DE PARTIDA

Como fonte de calcio utilizou-se o hidréxido de célcio [Ca(OH),] 95% P.A., obtido
da empresa Synth®. Como fonte de fosforo, utilizou-se 4cido fosférico (H;P0O,) 85% P.A.,
da marca Alphatec®. Hidréoxido de aménio (NH,OH)30% P.A., também da marca
Alphatec®, foi utilizado como estabilizador de pH. As matérias-primas para a sintese e
aplicacdo foram utilizadas sem qualquer purificacdo adicional. Artemisinina 98% P.A. foi
adquirida da Sigma-Aldrich® Brasil. Alcool etilico absoluto (CH3CH,O0H) 99.5% foi
adquirido da empresa NEON® e a solucio tampao PBS pH 7,4 1x foi fornecida pela empresa

Nova Biotecnologia®

. A Euclea natalensis foi obtida de um depdsito em Maputo
(Mocambique). Sua identidade foi confirmada por Suzana Macuvele, bidloga do Museu de

Historia Natural (UEM) daquele pais.

3.2 SINTESE DA HIDROXIAPATITA

3.2.1 Obtenc¢ao do extrato de Euclea natalensis

As raizes de Euclea natalensis foram previamente cortadas, lavadas e trituradas em
um moinho de facas. Obteve-se o extrato por extracdo em Soxhlet, modificando-se um

procedimento previamente reportado (NICOLAO OTIENO et al., 2008). A massa de 8 g de
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p6 de Euclea natalensis foi adicionada a 180 mL de etanol em um equipamento de extragao
Soxhlet por 6 h continuas a temperatura de ebulicdo. A mistura foi rotoevaporada e
armazenada com uma pequena quantidade de etanol até ser utilizada na sintese da
hidroxiapatita verde. Assim, o processo foi repetido 14 vezes para a obtengdo de

aproximadamente 30 g de extrato.

3.2.2 Sintese de hidroxiapatita sem Euclea natalensis

Abidi e Murtaza descreveram um método simples de precipitacdo quimica para a
sintese da hidroxiapatita (SIBTE; ABIDI; MURTAZA, 2013), utilizado nesta pesquisa com
algumas modifica¢des. Resumidamente, 3,899 g de Ca(OH), 95% P.A. foram adicionados
a 100 mL de agua destilada e mantidos por 24 h em agitacdo com ajuda de um agitador
magnético em um béquer de 250 mL. Em seguida, 2,0 mL de H;PO, 85% P.A. em 100 mL
de 4gua destilada foram adicionados ao meio com uma bomba de seringa, mantendo a razao
molar estequiométrica 1,67 Ca/P.

Um planejamento experimental 23 foi proposto com as seguintes variaveis:
temperatura de reagdo (temperatura ambiente, 50 °C e 75 °C), taxa de gotejamento da solucao
aquosa de H3PO4 (0,5 mL/min, 1,0 mL/min e 1,5 mL/min) mantendo a relagdo de 1,67 Ca/P
com um volume determinado de solucdo e quantidade de Euclea natalensis (zero, 1,20 g e
2,40 g) baseado em pesquisas anteriores (AGBEBOH et al., 2020; CHANDANSHIVE et al.,
2013; MELGAR AGUILAR et al., 2021) e ensaios preliminares reportados nas secoes
posteriores.

Ap0s a conclusdo da reagdo quimica o pH foi ajustado em valor igual a 11 usando
uma solucdo de hidroxido de amdnio 0,2 M observando o precipitado apdés minutos de
repouso. Foram realizadas vdarias etapas intermediarias: repouso durante um dia em um
sistema fechado para obter o precipitado, lavagem com agua destilada pelo menos cinco
vezes, filtragdo e secagem por 24 h a 100 °C. A ultima etapa consistiu na calcinagdo a 600
°C durante duas horas com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min para extrair o material
organico restante. E importante destacar que, no intuito de avaliar a redugdo na cristalinidade
e em resposta observar o aumento da capacidade de degradagdo do material, facilitando a

liberacdo da artemisinina, metade de cada amostra preparada foi reservada sem calcinagao.
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Além disso, com o objetivo de comparar o percentual de adsor¢ao de artemisinina e a cinética
de liberacao do farmaco, avaliou-se o desempenho da liberacao controlada em nanoparticulas

de hidroxiapatita calcinadas e ndo calcinadas (GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2022).

3.2.3 Sintese de hidroxiapatita com Euclea natalensis como modificador

A técnica de sintese utilizada bascou-se na descrigdo da Secdo 3.2.2, com uma
modificacdo: antes da agitacdo de 24 h, adicionou-se a quantidade especificada de Euclea
natalensis a solugdo de hidroxido de calcio. A morfologia da particula pode ser alterada pelo
extrato, pois o extrato contém naftoquinonas e terpenos que favorecem a redugdo do calcio
na sintese (MELGAR AGUILAR et al., 2021). Assim, obtém-se uma particula com maior
esfericidade, aumenta-se a area de superficie e, portanto, tem-se uma maior probabilidade de
carregamento do farmaco. O processo completo, desde a obtengdo do extrato até a obtencao

da hidroxiapatita com a substancia, ¢ apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Processo de sintese da hidroxiapatita com e sem Euclea natalensis
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fosforo

P6 calcinado P6 seco

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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3.4 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo, realizou-se um planejamento fatorial completo do tipo 2° utilizando o
software Statistica®. As seguintes variaveis foram consideradas: temperatura de reagio (25
°C, 50 °C e 75 °C), taxa de gotejamento da solugdo aquosa de H3PO4 (0,5 mL/min, 1,0
mL/min e 1,5 mL/min) e quantidade de Euclea natalensis (zero, 1,20 g e 2,40 g). Cada
amostra foi nomeada de acordo com a nomenclatura apresentada na Tabela 4. Em cada
ensaio, metade de cada amostra preparada foi reservada sem calcinagdo e recebeu uma
nomenclatura diferente, conforme indicado na Tabela 4 (em concordancia com a informagao

da Se¢do 3.2.2).

Tabela 4 - Variaveis do planejamento experimental € nomenclatura

Quantidade de Taxa de

Nome da
Nome da extrato de gotejamento Temperatura
amostra sem
amostra Euclea da reacio da reacio (°C)
calcinacio
natalensis (g) (mL/min)
H1-C 0 0,5 25 H1
H2-C-EN 2,40 0,5 25 H2-EN
H3-C 0 2,5 25 H3
H4-C-EN 2,40 2,5 25 H4-EN
H5-C 0 0,5 75 H5
H6-C-EN 2,40 0,5 75 H6-EN
H7-C 0 2,5 75 H7
H8-C-EN 2,40 2,5 75 H8-EN
H9-C-EN 1,20 1,5 50 H9-EN
H10-C-EN 1,20 1,5 50 H10-EN
H11-C-EN 1,20 1,5 50 H11-EN

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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3.6 METODOS DE CARACTERIZACAO

A hidroxiapatita sintetizada foi caracterizada através das seguintes técnicas:
difragao de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR), andlise de area superficial BET e microscopia eletronica de transmissao (MET).

3.6.1 Comportamento térmico - analise preliminar por DSC

A calorimetria exploratoria diferencial (DSC) mede a diferenca de calor absorvido ou
liberado por materiais em comparagao com uma referéncia, a medida em que o material ¢
submetido a variagdes controladas de temperatura, ¢ permite a identificacdo de transi¢des
térmicas, como fusdo, cristalizagdo ¢ mudancas de fase, oferecendo informagdes precisas
sobre a estabilidade e a composicdo dos nanomateriais. A analise foi realizada em um
Analisador Termogravimétrico e de Calorimetria Diferencial (TGA/DSC) da marca TA
Instruments®, modelo Discovery SDT 650, no Centro Tecnologico SATC do estado de Santa
Catarina. A temperatura foi elevada de 25 °C para 900 °C, com uma taxa de aquecimento de
10 °C/min e uma atmosfera de ar sintético. Os dados foram processados utilizando o software

Origin® 2018.

3.6.2 Difracao de raios X

A difracdo de raios X € uma técnica crucial na caracterizagdo de materiais. Através
da propriedade de interferéncia dos raios X, ao interagir com a rede cristalina do material
gera-se padroes de difragdo distintos. A andlise desses padrdes permite determinar
parametros como tamanho de cristalito, orientag¢do cristalina e defeitos estruturais. Além
disto, esta técnica permite obter informacdes detalhadas sobre a estrutura cristalina de um
material em nivel nanométrico (ZHANG et al., 2020). Cada material possui uma estrutura
cristalina tinica que se reflete nos seus padroes de difragdo de raios X. Ao analisar estes
padrdes, ¢ possivel determinar a disposi¢do atdmica, a orientacdo cristalina e outros aspectos

estruturais fundamentais (ZHANG et al., 2020).
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A anilise foi realizada em um difratometro (Xpert PRO MPD - Multi-Purpose
Diffractometer) disponivel no Laboratério de Difracdo de Raios X (LDRX) da Universidade
Federal de Santa Catarina, em um suporte de amostra de 16 mm, na faixa de 20° < 6 < 60°,
com passo 0 =0,04° e tempo de passo de 0,12 s com fonte de emissao CuKa. Nesta pesquisa,
usou-se a difragdo de raios X para ter uma primeira aproximagao do tamanho do cristalito
com o uso da equacdo de Scherrer com o valor do parametro k = 0,89 e para identificar
estruturas cristalinas, assim todos os difratogramas dos materiais sintetizados foram
comparados com o cartdo P-46056 da base de dados de estruturas cristalinas inorganicas da
ICSD — FIZ Karlsruhe. No presente trabalho, utilizou-se o software Origin® para a elaboragdo
dos elementos graficos e para a realizagdo dos calculos de tamanho de cristalito com ajuda

do pacote Microsoft® Excel®.

3.6.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) também ¢ uma ferramenta crucial na caracterizacdo de materiais. A técnica
permite analisar as propriedades vibracionais das moléculas presentes, oferecendo
informagdo sobre sua composicdo quimica e estrutura molecular em nivel nanométrico
(GUTAROWSKA; PIOTROWSKA, 2007). O FTIR permite a identificagdo de grupos
funcionais, ligacdes quimicas e alteracdes na superficie dos materiais. Além disso, a técnica
detecta mudancgas sutis nas propriedades quimicas, proporcionando uma compreensao
abrangente das interagdes moleculares (GUTAROWSKA; PIOTROWSKA, 2007).

Nesta pesquisa, utilizou-se o espectrometro FTIR AGILENT® Technologies-Cary
600 Series (localizado na Central de Analises do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina) na faixa de
comprimentos de onda de 400 cm™ — 4000 cm™'. Para a preparagdo das amostras utilizaram-
se pastilhas de KBr. Cada amostra foi macerada juntamente com o KBr contendo 2% m/m
do material e prensada para obtencao de uma pastilha circular sem secagem pois a sinteses
jé continha processo de secagem. A técnica permitiu a identificacdo de grupos funcionais e
a compreensdo da mudanca posterior ao carregamento do fArmaco, para analisar as interagdes

moleculares.
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3.6.4 Area superficial, didmetro médio de poro e volume dos poros

O método BET desenvolvido por Brunauer, Emmett ¢ Teller ¢ uma ferramenta
essencial para a determinacdo da area superficial especifica. E baseada no método de
adsorcao fisica, pois permite quantificar a quantidade de gas nitrogénio (um gas nao reativo)
adsorvido e dessorvido sobre a superficie de uma determinada amostra em fun¢ao da pressao,
mantendo-se a temperatura constante. Esta técnica fornece informagdes sobre a porosidade e
a distribuicdo do tamanho dos poros, aspectos criticos na compreensao das propriedades
fisicas e quimicas dos nanomateriais (HASAN; BANERJEE; LEE, 2015). O material foi
analisado no equipamento Quantachrome Instruments® - Autosorb-1, disponivel na Central
de Anélises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da UFSC,
sem preparo de amostra, pois o material ja havia sido seco a 100 °C por 24 h durante sua
sintese. Esta técnica foi aplicada com a finalidade de se obter o diametro médio de poro,

volume dos poros e um valor de area superficial dos diferentes materiais sintetizados.

3.6.5 Microscopia eletronica de transmissio

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) ¢ uma ferramenta que proporciona
uma visdo detalhada da estrutura e morfologia em escala nanométrica. Utiliza feixes de
elétrons de alta energia, possibilitando a observagdao de detalhes finos, como a forma,
tamanho e distribui¢do dos nanomateriais. Fornece informagdes sobre a orientacao dos
cristais e a presenca de defeitos estruturais (JIANG, 2023).

Na pesquisa utilizou-se um microscopio eletronico de transmissdo (JEM-1011,
JEOL®) do Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa
Catarina. A preparacdo das amostras consistiu na dilui¢do de uma pequena quantidade de
hidroxiapatita em p6 em aproximadamente 5 mL de alcool isopropilico, mantido em banho
ultrassonico por 10 min. O sobrenadante foi gotejado utilizando pipeta de precisdo em grades
de cobre recobertas com filme de carbono amorfo (GRIDS) apropriadas para analise de MET,

acondicionadas em um dessecador pelo menos por dois dias antes do procedimento. A técnica
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possibilitou a obtencao de um valor médio do didmetro do material e permitiu a observagao

da morfologia e das aglomeragdes do material.

3.7 APLICACAO

3.7.1 Deteccio de artemisinina

Esta secdo apresenta a metodologia de deteccao da artemisinina nos dois processos
realizados na aplicagdo: o carregamento do farmaco em hidroxiapatita por adsor¢do e
liberagdo em um meio PBS a pH 7.4.

O espectrofotometro UV-Vis da marca KASVI® foi utilizado para medir a quantidade
de artemisinina. Duas curvas padrdo foram construidas como referéncia na determinagao. A
primeira curva, para o processo de carregamento, foi elaborada na faixa de 19,94 mg/L. a 99,7
mg/L em solugdo de artemisinina/etanol. J& a segunda curva, para o processo de liberagao,
foi construida na faixa de 0,05 mg/L a 40 mg/L em solugdo de artemisinina/etanol com adi¢ao
de PBS e NaOH para manter as condi¢des utilizadas na liberagdo do farmaco (com
composicao de 2 mL artemisinina/etanol, 1 mL de PBS e 5 mL de NaOH 0,05 N).

Tomou-se 1 mL do sobrenadante no processo de adsor¢do, filtrou-se com filtros de
seringa de acetato de celulose com poros de 0,20 um e misturou-se com 9 mL de solugdo de
NaOH 0,05 N. No processo de liberagcdo, 1 mL foi tomado, filtrado com o mesmo tipo de
filtro € misturado com 2 mL de etanol e 5 mL de NaOH 0,05 N. Cada solugao foi colocada
em banho-maria a 50 °C durante 15 min, seguido de resfriamento com agua corrente até a
temperatura ambiente. Por fim, a solugdo foi mantida em agua a temperatura ambiente
durante 15 min para a obten¢do do derivado de artemisinina (reagdo artemisinina-alcalina), a
ser medido no pico de absor¢do a 291 nm (BHARATI; SABAT, 2010; BONADIES et al.,
2017) (veja a Figura 14).
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Figura 14 - Quantificagdo de artemisinina nos processos de adsorcao e liberacao
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

3.7.2 Carregamento da artemisinina na hidroxiapatita

A adsorc¢ao € o processo pelo qual o farmaco, a artemisinina, ¢ adicionado ao material
sintetizado, ou seja, hidroxiapatita e Euclea natalensis/hidroxiapatita. O sistema continha
artemisinina, hidroxiapatita e (25 = 0,1) mL de etanol (BONADIES et al., 2017; QIN et al.,
2019; ZHU et al., 2022b). O sistema de adsorc¢ao foi operado em duas condigdes diferentes,
em busca da otimizagdo do carregamento. A primeira condi¢do consistiu em propor¢do molar
de 1:2 artemisinina/hidroxiapatita (HUO et al., 2021), enquanto a segunda condi¢do baseou-
se em uma propor¢do massica 1:10 artemisinina/hidroxiapatita (SALAHUDDIN;
IBRAHIM; EL-KEMARY, 2022). Em ambas as situagdes, o sistema foi agitado
continuamente durante 24 h e centrifugado durante 15 min. Na sequéncia, o sobrenadante foi
filtrado com filtros de seringa de celulose regenerada de 0,20 pum e, finalmente, realizou-se
uma medi¢cado UV-VIS da concentracdo de artemisinina no sobrenadante (procedimento

descrito na Sec¢do 3.7.1).
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3.7.3 Liberacio da artemisinina em PBS 1X

Foram adicionados 20 mL de PBS 1x pH 7,4 em um tubo de ensaio plastico com uma
quantidade predeterminada de hidroxiapatita, mantida em agitagdo em um banho maria a 37
°C por 26 h (BAO et al., 2023; BONADIES et al., 2017). Em momentos pré-determinados,
obteve-se uma amostra de 1 mL e aplicou-se o protocolo descrito na Se¢ao 3.7.1. Cada

mililitro extraido foi reposto com a mesma quantidade de PBS puro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, inicialmente serdo apresentados os resultados preliminares que
embasaram a escolha das varidveis de analise. Além disso, serdo apresentados os resultados
da caracterizacdo do material, de modo a identificar a fase de acordo com o planejamento
experimental. Adicionalmente, sera discutido aqui o impacto das varidveis de processo
avaliadas no carregamento e na liberagao do farmaco (artemisinina). Convém destacar que a
nomenclatura da Tabela 4 da Se¢do 3.4 sera adotada em todo o capitulo para uma melhor

compreensdo da pesquisa conduzida.

4.1 ENSAIOS PRELIMINARES

Foram realizados sete ensaios para identificar a fase da hidroxiapatita sintetizada,
através das técnicas de DRX e FTIR. A Tabela 5 contém um resumo de cada ensaio, as
modificacdes no processo de sintese, os principais desafios encontrados e algumas

conclusdes segundo a fase identificada em cada corrida.

4.1.1 Comportamento térmico

A partir dos ensaios descritos na Se¢do 4.1, verificou-se a obtencdo de B-fosfato
tricalcico com uma temperatura de calcinagdo de 800 °C. De fato, a literatura reporta a
transformagao de fosfato tricalcico de apatita em B-fosfato tricalcico por aquecimento acima
de 750 °C (DESTAINVILLE et al., 2003). Porém, esta pesquisa visa a obtencdo de
hidroxiapatita. Assim, o DSC foi realizado em uma amostra inicial ndo calcinada onde foram
observados cinco eventos de perda de massa exotérmica nas seguintes temperaturas: 35 °C,
135 °C, 187 °C, 435 °C e 750 °C, com 12.86% de perda total de massa (Figura 15), sendo os
trés primeiros picos uma perda de humidade (agua) e os dois ultimos onde acontece a
mudanca de fase, hidroxiapatia e diferentes fosfatos de célcio. Considerando o estudo de
Zampieron et al. (2023), no qual os autores obtiveram hidroxiapatita com baixa cristalinidade
em temperaturas mais baixas (25 °C a 400 °C) (ZAMPIERON et al., 2023), avaliou-se que a

faixa de 435 °C a 750 °C ¢ 6tima para a sintese de hidroxiapatita, pois obteve-se acima de
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750 °C fosfato tricalcico de apatita. Portanto, a temperatura escolhida para calcinacdo nesta

pesquisa foi de 600 °C.
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Tabela 5 - Resumo dos ensaios preliminares de sintese de hidroxiapatita

1) Foi identificada
Corrida Precursores Observacoes ]:#i(Re hidroxiapatita?
2) Foi identificada outra fase?
1) Sem agitacdo de 24 h pela solugdo de Ca.
Ca(NO3), 2) Agitacao depois da reagao.
1 (NH,4), 3) Secagem a 60 °C. Sim / Néo % Négglgni;fgjEt(fgégélcci.co o
HPO, 4) Calcinagao: 600 °C, 800 °C e 1000 °C.
Erro: Sem acerto estequiométrico.
1) Agitacdo por 24h da solugdo de Ca.
Ca(NO3), 2) Repouso de 24h depois da reagao.
2 (NH,) 3) Secagem a 60 °C. Sim / Nao 1) Ndo. 2) Nio.
HPO, 4) Calcinagao a 600 °C.
Erro: Sem acerto estequiométrico.
1) Lavagem antes da secagem com pelo menos 5
Ca(NO3), vezes 0 volume em 4gua.
3 (NHy)» 2) Secagem a 100 °C. Sim / Nao 1) N3o. 2) Nio.
HPO, 3) Calcinacao a 600 °C e 800 °C.
Erro: Sem acerto estequiométrico.
4 CalNOs), 1) Calcinacio a 800 °C. Sim / Sim 1) Nio. 2) B-fosfato tricalcico.

(NH4),
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HPO,. Realizado
também com
Ca(OH), ¢
H;PO,

Ca(NO3), e
(NHy)»

HPO,. Realizado
também com
Ca(OH), ¢
H;PO,

Ca(OH), e
H3PO,

Ca(OH), e
H3PO,

2) Acerto estequiométrico (ajuste com pureza
dos percursores).

Erro: Sem rela¢ao molar 1,67 Ca:P.

1) Comparagao do processo com a etapa lavagem
e sem lavagem antes da etapa de secagem.
2) Comparagdo entre calcinagdo a 600 °C e
800 °C.

Erro: Sem relagdo molar 1,67 Ca:P.

1) Lavagem antes da secagem.
2) Secagem a 80 °C.
3) Calcinacao a 600 °C e 700 °C.
Erro: Sem rela¢ao molar 1,67 Ca:P.
1) Relagdo molar 1,67 Ca:P.
2) Secagem a 100 °C.
3) Calcinagao a 600 °C.
Erro: Sem relagdo molar 1,67 Ca:P. Ajuste com

reagentes em excesso.

Sim / Sim

Sim / Sim

Sim / Sim

1) Nao. 2) B-fosfato tricalcico com
calcinagdo a 800 °C. 3) Nenhuma
diferenga significativa entre os
ensaios com lavagem e sem
lavagem. 4) Maior intensidade nos
picos do DRX com percursores

Ca(OH)Z (¥ H3P04_.

1) Nao. 2) B-fosfato tricalcico com

calcinagdo a 700 °C.

1) Sim. 2) Hidroxiapatita com
referéncia ao cartdo P-46056 da
base de dados de estruturas
cristalinas inorganicas da pagina de
bases de estruturas cristalinas.

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Figura 15 - DSC de uma amostra inicial de hidroxiapatita ndo calcinada sem presenga de

Euclea natalensis com sintese a 50 °C ¢ 1,0 mL/min.
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

4.2 CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA

4.2.1 Difracao de raios X

Usando o cartao de referéncia, foram analisadas 22 amostras segundo o planejamento
experimental que contém seus pares sem calcinar. Assim, € notorio que todas as amostras
sintetizadas contém os picos que permitem identificar que os materiais sintetizados
correspondem a fase da hidroxiapatita, sendo os picos mais importantes aqueles que se
localizam no intervalo de 30° a 35°, pois se apresenta um desface da regido e caracteristico

de outra fase de apatita como acontece com o B-fosfato tricalcico que apresenta os picos
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caracteristicos na regido 26° a 35° (SANTOS TAVARES et al., 2013). Apesar disso, as
amostras ndo calcinadas de materiais que contém Euclea natalensis nao apresentam os trés
picos marcantes na zona de 30° a 35°, por possivel interferéncia entre o extrato e a 4gua que
esta contida no material, porém apresenta uma montanha na regiao de 30° a 35°. Assim
mesmo, quando essas amostras sdo calcinadas € possivel observar os picos caracteristicos, o
que permite confirmar que a fase de interesse foi sintetizada. E importante notar que a
cristalinidade aumenta com o aumento do estreitamento da linha de difracdo segundo
Merejoo e colaboradores (MEEJOO; MANEEPRAKORN; WINOTALI 2006). Portanto, ¢
possivel concluir que as amostras que apresentam maior cristalinidade sdo H7-C, H8-C-EN
e H10-C-EN. A representacdo grafica das 22 amostras ¢ apresentada na Figura 16, que

contém também o difratograma do cartdo de referéncia.

Figura 16 - DRX com referéncia do cartdo P-46056 da ICSD (a) H1, H1-C, H3,
H3-C, H5, H5-C, H7, H7-C. (b) H2-EN, H2-C-EN, H4-EN, H4-C-N, H6-EN, H6-C-EN,
HS8-EN, H8-C-EM. (¢) H9-EN, H9-C-EN, H10-EN, H10-C-EN, H11-EN, H11-C-EN
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Fonte: elaborado pela autora (2024)
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4.2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Semelhantemente ao DRX, as 22 amostras foram avaliadas por FTIR. Os resultados
obtidos estdo apresentados nas Figuras 17 e 18. Além disso, a Tabela 6 apresenta as bandas

observadas nas figuras, acompanhadas do grupo funcional ao qual pertencem e de uma breve
discussao.

Tabela 6 - Bandas caracteristicas das amostras de hidroxiapatita sintetizadas

Descricao
Bandas
(Grupo ou Referéncia(s) Discussio
(em™)
molécula)
Grupo P03~ com
560-606
modo de flexdo v4 (BERZINA-CIMDINA;
BORODAJENKO, [s.d.]; ' .
Maior comprimento
SALAHUDDIN; IBRAHIM,;
para as amostras nao
EL-KEMARY, 2022; _
Grupo P03~ com calcinadas e com
1045 VEERLA et al., 2019) ‘
modo de flexao v3 maior clareza de
formacgao de picos para
as amostras calcinadas
Forma nao claramente
Grupo €032 com definida para as
1427- modo de (SATHISKUMAR et al., amostras nao
1475 estiramento 2019) calcinadas que contém
assimétrico v3 a substancia
modificadora
Grupo €032 por
(BERZINA-CIMDINA;
873 frequéncia Confirma a formacgao

BORODAIJENKO, [s.d.];
MEEJOO;

vibracional dos da apatita do tipo B

ions carbonato
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substituidos no MANEEPRAKORN;
local do fosfato WINOTALI, 2006)

(BERZINA-CIMDINA;
BORODAJENKO, [s.d.])

1647 fons OH~

(BERZINA-CIMDINA;

BORODAIJENKO, [s.d.];

RAYNAUD et al., [s.d.];
SATHISKUMAR et al., 2019)

3440 Agua adsorvida

Estiramento
simétrico das

. (TAUFIQURRAHMLI;
570-717 vibragoes

MOHAMED; BHATIA, 2011)
internas primarias

T-O (Si, Al)
Estiramento
460 simétrico da (HUO et al., 2013)
ligagao O-Si-O

Pico maior pela
hidroxiapatita nao
calcinada com Euclea
natalensis do que
hidroxiapatita ndo
calcinada sem Euclea
natalensis
Diminui a intensidade
quando as amostras
sdo calcinadas em
menor temperatura
para H5-C, H6-C-EN,
H9-C-EN e H10-C-EN

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Figura 17 - FTIR da hidroxiapatita sem Euclea natalensis: (a) H1, H1-C, H3 e H3-C; (b)
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Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Figura 18 - FTIR da hidroxiapatita com Euclea natalensis: (a) H2-EN, H2-C-EN,
H4-EN e extrato; (b) H6-EN, H6-C-EN, H8-EN, H8-C-EN e extrato; (¢c) H9-EN, H9-C-EN,
H10-C-EN, H11-EN, H11-C-EN e extrato; (d) H9-EN e H9-EN + Artemisinina
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Nas Figuras 17 e 18 ndo ha presenca nas bandas 820 cm™ e 1380 cm’!. Tais bandas
estdo presentes quando a amostra contém impurezas de NO3, que s3o eliminadas a 600 °C
segundo Raynaud e colaboradores (RAYNAUD et al., [s.d.]). Além disso, ¢ possivel
confirmar que nao hé presenca de § — TCP (fosfato beta-tricalcico), pois nao sao percebidos
picos em 548 cm! e 592 cm’!, e nem a mesma intensidade nos picos em 565 cm™! e

606 cm’!, que sdo visiveis geralmente na substancia.

4.2.2.1 Ligagdo entre hidroxiapatita e artemisinina

A artemisinina possui uma regido polar que se encontra na regido com atomos de
hidrogénio, enquanto a hidroxiapatita ¢ aceita como uma molécula ndo polar pois possui um
centro de simetria. Entretanto, pesquisas recentes indicaram a presenga de duas fases polares
com possibilidade de ser piezoeléctricas e piroelétricas com os nomes p21 e p63 (TOFAIL
et al., 2015). Na Figura 18 (d) ¢ possivel observar mudancas leves no espectro da amostra
H9-EN depois do carregamento da artemisinina, a amostra escolhida pela andlise foi a
amostra que apresentou melhores resultados na parte da aplicagdo, que sera apresentada
posteriormente. A banda que pertence ao grupo PO~ no valor 1045 cm’! apresenta uma
ampliacdo que confirma uma diminui¢do na cristalinidade. Além disso, ha variagdo na
intensidade que ¢ proporcional a forga de atragdo das interagdes, principalmente na regiao
1427 cm™! — 1475 cm™ e em 1647 cm!. Assim, sem a presenca de bandas novas, assumindo-
se uma molécula com uma regido polar (ou que pode ser considerada como ndo polar) e outra
molécula ndo polar e sabendo que a ligagdo ¢ débil, a possibilidade de que a ligacdo se dé

por forcas de van der Waals (dipolo — dipolo induzido ou for¢as de dispersdo) € alta.

4.2.3 Tamanho de cristalito através da equacio de Scherrer

Para analisar posteriormente nesta investigacdo a relacdo entre o tamanho do
material sintetizado e o seu potencial de carga e liberagdo de artemisinina em condigdes
estabelecidas, utilizou-se o tamanho de cristalito a partir da equagdo de Scherrer para escolher

as amostras que seriam caracterizadas via MET. Deste modo, pode-se obter o tamanho de
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particula e escolher as mais adequadas de acordo com a informagao previamente consultada
para realizar a aplicagao.

Assim, foram escolhidas as seguintes amostras: H2-EN, H2-C-EN, H5, H5-C, H8-
EN, H8-C-EN, H8-C-EN, H9-EN, H9-C-EN. Nessa selecao, considerou-se pelo menos uma
das amostras e o seu par calcinado sem Euclea natalensis e a distribuicdo de tamanho de
cristalitos (o menor tamanho, dois pontos centrais € o maior tamanho). O tamanho do
cristalito foi determinado através do software Origin® Pro e verificou-se que os resultados
apresentavam menor erro nas amostras calcinadas. Assim, escolheram-se as quatro amostras
calcinadas e seus pares sem calcinar.

Além, encontrasse uma relacdo entre a temperatura de reagdo e o tamanho do
cristalito aumentando o tamanho com o aumento da temperatura nos valores de 50°C para
75°C e obtendo tamanho parecido nas temperaturas 25°C e 50°C (SIBTE; ABIDI;
MURTAZA, 2013)

4.2.4 Analise estatistica dos parametros

A Tabela 7 apresenta os valores obtidos para a varidvel resposta a partir do

planejamento experimental.

Tabela 7 - Variaveis de resposta do planejamento experimental

Quantidade de Taxa de

. extrato de gotejamento Temperatura Tamanho de
Ensaio Euclea da reacio da reacao (°C) cristalito (nm)
natalensis (g) (mL/min)

H1-C 0 0,5 25 14,48
H2-C-EN 2,40 0,5 25 11,64
H3-C 0 2,5 25 18,57
H4-C-EN 2,40 2,5 25 12,27
H5-C 0 0,5 75 21,18

H6-C-EN 2,40 0,5 75 21,49
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H7-C 0
H8-C-EN 2,40
H9-C-EN 1,20

H10-C-EN 1,20
HI11-C-EN 1,20

2,5
2,5
1,5
1,5
1,5

75
75
50
50
50

19,67
17,21
14,34
18,40
11,78

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA): modelo linear e quadratico

SC MC
Parametros GL F p
Ajust. Ajust.
Modelo 7 111,437 16,491 2,21 0,276
Linear 3 79,852 26,617 3,57 0,162
Quantidade de extrato (g) 1 15,915 15,914 2,14 0,240
Taxa de gotejamento (mL/min) 1 0,146 0,146 0,02 0,898
Temperatura (°C) 1 63,791 63,791 8,57 0,061
Quadratico 1 10,775 10,775 1,45 0,315
Quantidade de extrato " Taxa de
1 10,775 10,775 1,45 0,315
gotejamento
Interagao de 2 fatores 3 24,811 8,270 1,11 0,467
Quantidade de extrato " Taxa de
. 1 4,874 4,874 0,65 0478
gotejamento
Quantidade de extrato *~ Temperatura 1 6,109 6,109 0,82 0,432
Taxa de gotejamento " Temperatura 1 13,828 13,828 1,86 0,266
Erro 3 22,341 7,447
Falta de ajuste 1 0,061 0,061 0,01 0,948
Fonte: elaborado pela autora (2024)
Tabela 9 - Resumo do modelo da Tabela 8
R-quadrado R-quadrado
S R-quadrado
(Ajustado) (predeterminado)
2,72893 83,78% 45,95% 60,80%

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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T.C. (nm) =9,66 — 5,36 (A) + 3,27 (B) + 0,1569 - (C) + 1,54 - (4)? + 0,650 - (4) -
(B) +0,0291 - (4) - (C) + 0,0526 - (B) - (C) (5)

onde A = quantidade do extrato (g), B = taxa de gotejamento (mL/min) e C = temperatura

(°C) e T.C. = Tamanho do cristalito.

As Tabelas 8 e 9 apresentam os dados da analise de variancia para o modelo linear
e 0 modelo quadratico com um R? de 83,78% e ajustado de 45,95%. E possivel confirmar
que uma variavel ¢ significativa em relacdo a varidvel resposta se p < 0,05. Assim, nenhuma
das trés varidveis € significativa com base nos valores maximos ¢ minimos dos parametros,
sendo uma possibilidade o teste de outros pardmetros maximos e minimos. Como
consequéncia, os resultados do diagrama Pareto e uma superficie resposta ndo teriam

confiabilidade e ndo sdo apresentados neste documento.

4.2.5 Area superficial, diAmetro médio de poro e volume dos poros

A area de superficie, o tamanho dos poros € o volume dos poros mantém o
comportamento, com uma diminui¢do no valor das amostras calcinadas em relacdo as
respectivas amostras ndo calcinadas, devido a perda de material organico nas amostras
calcinadas (CASTILLO-PAZ et al., 2022). A amostra com a maior area de superficie e o
maior tamanho de poro ¢ a H9-EN, enquanto a amostra com a menor area de superficie € a
H5-C. No entanto, a H9-EN tem um volume de poro menor do que a H5, o que pode ser
gerado pelas condigdes do processo, em que a H5 teve uma taxa de gotejamento menor, com

mais tempo para a formacdo de suas estruturas.
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Figura 19 - Método BJH para H5, H5-C, H8-EN, H8-C-EN, H9-EN, H9-C-EN: (a) area de
superficie, (b) tamanho dos poros, (c) volume de poro
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

4.2.6 Microscopia eletronica de transmissao — MET

Para esta caracterizacao, foram escolhidas 4 amostras pelo tamanho de cristalito de
acordo com a Sec¢do 4.2.4. Escolheu-se o maior tamanho, o menor tamanho e dois tamanhos
intermediarios, considerando se a amostra continha ou ndo o Euclea natalensis. Além disso,

a caraterizacdo também foi efetuada nos pares ndo calcinados. As imagens obtidas s3o
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apresentadas na Figura 19, que permitiu obter o comprimento médio registado na Tabela 6 e

na Figura 20 - indicando as aglomeragdes encontradas em cada uma das amostras -.

Tabela 10 - Comprimento médio (nm) por contagem no software Image J

Amostra Particulas contadas Comprimento médio (nm)
H2-EN 100 17,09
H2-C-EN 100 18,19
H5 86 23,41
HS5-C 53 27,67
H8-EN 40 23,77
H8-C-EN 70 22,12
H9-EN 74 17,07
H9-C-EN 100 19,60

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Todas as quatro amostras - com a amostra H5-C sendo a maior e a amostra H2-C-EN
sendo a menor entre as amostras calcinadas - apresentaram o mesmo comportamento em
relagdo ao tamanho de particula e em relagdao ao tamanho do cristalito, com comprimento
médio entre 17,09 nm e 27,67 nm. Tal resultado permite classificar o material como um
nanomaterial, pois apresenta tamanho menor a 100 nm. Uma vantagem frente aos materiais
micrométricos ¢ a indugdo de resposta imunolégica com mais efetividade (GONZALEZ-
MARTINEZ et al., 2022).

O uso da Euclea natalensis tinha como objetivo modificar a morfologia do
nanomaterial. Observou-se que as amostras que a contém apresentam morfologias com maior
esfericidade, confirmando o resultado de Melgar et al. (MELGAR AGUILAR et al., 2021).
Como ja foi mencionado anteriormente o extrato contém naftoquinonas e terpenos que
facilitam a redu¢do na reagdo, resultando, assim, em uma morfologia com preferéncia
esférica em relagdo ao formato bastdo. A amostra H9-C-EN possui a morfologia mais esférica
e foi sintetizada com velocidade de gotejamento da fonte de fosforo de 1,5 mL/min. Além

disso, a temperatura de 50 °C permitiu a formagdo de tamanhos maiores (SIBTE; ABIDI;
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MURTAZA, 2013), em comparacdo com a amostra H2-C, e diminuiu a tendéncia de

formag¢ao da morfologia bastdo (SWAIN; SARKAR, 2011).
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Figura 20 - Imagens de MET da hidroxiapatita com e sem Euclea natalensis: (a) H2-EN,
(b) H2-C-EN, (c) H5, (d) H5-C, (e) H8-EN, (f) H8-C-EN, (g) H9-EN, (h) H9-C-EN

50 ‘nnf

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Figura 21 - Imagens de MET (material aglomerado) da hidroxiapatita com e sem Euclea
natalensis: (a) H2-EN, (b) H2-C-EN, (c) HS, (d) H5-C, (e) H8-EN, (f) H8-C-EN, (g) H9-
EN, (h) H9-C-EN

Fonte: elaborado pela autora (2024)
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Segundo Xiujie Ji et al., é possivel obter amostras cobertas por nano-ranhuras
labirinticas (JI et al., 2020). Este fenomeno ¢ observado em algumas amostras sintetizadas,
possivelmente pelo uso da Fuclea natalensis.

E importante ressaltar que a amostra H2-C-EN apresenta a menor morfologia esférica
dentre aquelas caracterizadas por MET. Assim, essa ndo foi usada na aplicacdo pois tem a
menor possibilidade de se obter o melhor resultado. Além disso, as caracterizagdes BET e

BJH também ndo foram realizadas nessa amostra.
4.3 APLICACAO

Nesta secdo serdo reportadas duas aplicacdes. A primeira corresponde ao
carregamento do fairmaco (artemisinina) nas amostras de hidroxiapatita. O processo se deu
por adsor¢do nas condi¢des apresentadas na Se¢do 3.7.2. A segunda aplicacdo consistiu na

liberagdo do farmaco carregado em um tempo especifico e nas condi¢des da Segao 3.7.3.
4.3.1 Carregamento da artemisinina nas amostras de hidroxiapatita

O carregamento da artemisinina foi conduzido por 24 h. Posteriormente, a eficiéncia
de carregamento foi determinada a partir da Equagdo (6), utilizando-se medi¢des em
espectrofotometro UV-Vis.

concentracgao inicial (%) — concentragao do sobrenadante (mg/L)

100 (6)

Ef = ——
concentragio inicial

onde Ef ¢ a eficiéncia de carregamento. Trés amostras com seus pares sem calcinar foram

estudadas: H5, H8-EN e H9-EN. Dos trés pares de amostras, duas mostraram maior eficiéncia

de carregamento na versdo nao calcinada, como ¢ mostrado na Figura 22(a). Isso se deve ao

maior tamanho de poro, volume de poro e area superficial observados na Figura 19. As

amostras ndo calcinadas apresentam menor cristalinidade, favorecendo os trés parametros

anteriormente nomeados. H5 e H9-EN apresentaram a maior eficiéncia entre as amostras
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usadas na aplicacdo e foram estudadas usando as condigdes Otimas de Salahuddin e
colaboradores (SALAHUDDIN; IBRAHIM; EL-KEMARY, 2022) em um sistema de
adsor¢ao semelhante. Assim, obteve-se um aumento de 60,59% para H5, um aumento de
79,14% para H9-EN com uma eficiéncia de 44,9% para H9-EN e 31,5% para HS, que pode

ser observado na Figura 22b.

Figura 22 - Eficiéncia de carregamento: (a) relagdo molar 1:2 artemisinina/hidroxiapatita
em 24 h, (b) relacdo massica 1:10 artemisinina/hidroxiapatita em 24 h

a) b)

35 50

30
404

254

204 30 4

20 4

10 4

Eficiéncia de carregamento (%)
Eficiéncia de carregamento (%)

0 -

H5 H5-C  H8-EN H8-C-EN H9-EN H9-C-EN H5 HO-EN

Fonte: elaborado pela autora (2024)

No desenvolvimento da pesquisa tomaram-se trés artigos como referéncia. Um deles
avaliou hidroxiapatita sintetizada com morfologia esférica para a liberagdo de flomoxef
sodico (HASEGAWA et al., 2004). Outro artigo investigou a liberagdo de artemisinina do
material hidropropil-p-ciclodextrina (ZHU et al., 2022a). Por fim, o terceiro artigo avaliou o

carregamento/liberacdo de artesunate em hidroxiapatita funcionalizada com citrato

(SALAHUDDIN; IBRAHIM; EL-KEMARY, 2022).

Tabela 11. Comparagdo do resultado de adsorcao com os artigos de referéncia.

Referéncia do artigo Comparacao Valor obtido

o material sintetizado na
(HASEGAWA et al., 2004) 44,9%

pesquisa apresentou
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eficiéncia 0,9% superior na
adsor¢ao.
o material sintetizado
apresentou uma eficiéncia

22,36% menor. Porém, tal

44.9%
(ZHU et al., 2022a) estudo teve foco na
liberagao em um meio
gastrointestinal ao invés de
um meio PBS 7,4

(SALAHUDDIN; o material sintetizado

IBRAHIM; EL-KEMARY, apresentou eficiéncia 40,1% 44,9%
2022) superior.

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Cabe ressaltar que o material desse estudo foi preparado com processo hidrotermal e
precipitagdo, assim o gasto energético ¢ significativamente superior (JOKICA et al., [s.d.])

em reacao ao consumo energético para a preparagdo do material desta pesquisa.

4.3.2 Estudo de liberacao da artemisinina em PBS 1X

Dois comportamentos diferentes foram observados na liberacdo do farmaco em
ambas as amostras. Inicialmente hd uma liberacao acelerada, que assume valores de 38,28%
e 55,81% para H9-EN e HS5, respectivamente, o que pode ser observado na Figura 23 (b).
Mais adiante, na Figura 22 (a), a amostra H5 atinge rapidamente a liberagao de 57,22% em
uma hora e ¢ mantida até¢ o minuto 1440. Com a amostra H9-EN, apds a liberacdo rapida,
ocorre um comportamento controlado com um percentual de liberacao final de 48,19% no
minuto 1560. A diferenca de comportamento pode ter sido provocada pela alteracdo do

tamanho e volume dos poros gracas a incorpora¢do de Euclea natalensis.
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Figura 23 - Liberacao cumulativa da artemisinina em H5 e H9-EN: (a) Tempo desde 0 min
até 1560 min, (b) Tempo desde 0 min até 20 min.
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Fonte: elaborado pela autora (2024)

Os modelos cinéticos de primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell foram utilizados
para ajustar o comportamento de liberacdao de 0,33 h a 26 h para H9-EN. A Figura 24 mostra
graficamente o ajuste da amostra H9-EN com cada modelo ( R?). Cada um destes modelos
permite identificar qual o fendmeno que predomina na liberagdo. Assim, para ambas as
amostras o fendmeno predominante ¢ a difusdo na segunda parte de liberacdo, que
corresponde ao modelo cinético de Higuchi com valores de 0,991 para H9-EN, confirmando
que existe uma liberagdo mais controlada com a amostra que contem Euclea natalensis. Na
primeira parte da liberacdo o fendmeno predominante esta determinado pela solubilidade que
esta mediada pelo tamanho da particula e a cristalinidade em concordancia com o modelo

cinético de Hixson-Crowell.
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Figura 24 - Modelo cinético para liberacao de artemisinina: (a) Primeira ordem
H9-EN, (b) Higuchi H9-EN, (c) Hixson-Crowell H9-EN

1.79 4

1.78 4

1.77

1.76 1

1.75 1

1.74 4

1.73 4

1.72 4

9
b) S ;
) R=0,709 £ ¥ .
=]
Z
= g 46
R=0,991 5
=
. < “
. g .
= 42 4 =
z
5 R=0,500
o 404
i
o S ol R=0,991
. 5
T T T T T -E T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 = 0 1 2 3 4 5
Tempo (h) Tempo 1/2 (h)'?
C = 35"
8 R=0,730
3
w
g 3904 R=0,979
[ L]
3 ",
S 3854
£ .
5 .
«
< 3.80
5
f=
iz
3.754
E .
= L ]
<
= 3704 T . . T ‘
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Fonte: elaborado pela autora (2024)

Da mesma forma, este resultado ¢ consistente com aquele obtido em um sistema de

liberacdao semelhante que contém artesunato em NRs Cit-Hap (SALAHUDDIN; IBRAHIM;
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5. CONCLUSOES

A partir da sintese, caracterizagdo e aplicacdo de nano-hidroxiapatita com e sem
Euclea natalenses no carregamento e liberacdo de Artemisinina em PBS 1X 7,4 pH via

precipitacao, pdde-se constatar que:

e A rota precipitacdo com parametros: quantidade de extrato (0 g, 1,20 g e
2,40 g), taxa de gotejamento (0,5 mL/min, 1,5 mL/min e 2,5 mL/min) e
temperatura (25 °C, 50 °C e 75 °C) foi efetiva. A presenca de hidroxiapatita
foi confirmada com as andlises DRX e FTIR.

e Com os parametros definidos ha variagdo no tamanho de cristalito € no
comprimento médio da particula, porém nenhuma das trés variaveis ¢
significativo com base nos valores maximos e minimos dos parametros
segundo a analise estatistica.

e A area de superficie, o tamanho dos poros e o volume dos poros apresentam
diminui¢do no valor das amostras calcinadas em relagdo as respectivas
amostras nao calcinadas.

e Obteve-se materiais nanométricos com comprimento médio entre 17,09 e
27,67 nm.

e As amostras que contém Euclea natalensis apresentam morfologia mais
esférica em comparagdo com aquelas que ndo contem a substincia
modificadora, conforme a andlise TEM, com maior esfericidade para 1,20
g, 1,5 ml/min, 50 °C e calcinacgao.

e Dois dos trés pares de amostras carregadas com artemisinina por adsor¢ao
num periodo de 24 h obtiveram melhor eficiéncia na sua versdo nao
calcinada do que na sua versao calcinada, devido a influéncia do tamanho
de poro, do volume de poro e da 4rea superficial.

e Obteve-se um aumento de eficiéncia de carregamento de 60,59 % para HS
e 79,14 % para H9-EM com a modificacdo do pardmetro relagdo

artemisinina/hidroxiapatita.
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e HS5 e H9-EN nas condi¢des preestabelecidas apresentam uma liberagdo
acelerada at¢ o minuto 20 e, posteriormente, H9-EN tem um
comportamento de liberagdo controlada.

e HS5 e H9-EN t€ém como fendomeno predominante a difusdo, confirmado pelo

maior ajuste do modelo cinético de Higuchi.

Desta forma, a nano-hidroxiapatita foi sintetizada com sucesso com e sem Euclea
natalensis, tendo-se verificado vantagens na utilizacdo da Euclea natalensis que geraram
consequéncias na aplicacdo com uma abordagem a futuro de aplicagdo sanguinea e com
menor gasto energético devido ao tipo de via utilizada (precipitagdo). Convém salientar que
os resultados obtidos sdo preliminares, pois nao houve um planeamento experimental na
seccdo de aplicacdo que permitisse otimizar e obter resultados viaveis para aplicagdo

industrial.
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